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ADNOTARE
Andronache Lilia, “Influenta unor compusi biologici activi autohtoni asupra ciclului
glutationic in norma si in patologia hepatica experimentala”. 315.01 — Biochimie Medicala,
Chisinau, 2016.
Lucrarea cuprinde 116 pagini si este constituitd 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 14 lucrari stiintifice.
Cuvinte-cheie: ciroza hepatica, hepatopatic toxica experimentald, glutation, enzime
glutationice, metabolism tiol-disulfidic, compusi biologici activi.
Domeniul de studiu: biochimie, hepatologie, medicina de laborator.
Scopul studiului a fost evaluarea modificarilor ciclului glutationic si ale unor indici ai
metabolismului tiol-disulfidic in patologia hepatica experimentala determinata de actiunea unor
compusi biologici activi (CBA) autohtoni in vederea argumentarii eficientei utilizarii lor in
terapia maladiilor hepatice.
Obiectivele cercetirii: Studierea principalelor modificari ale enzimelor glutationice si ale unor
indici ai metabolismului tiol-disulfidic la actiunea CBA autohtoni noi (baze Schiff noi,
combinatiile lor cu metale 3d si remedii de origine cianobacteriana) in conditii fiziologice si la
modelarea patologiilor hepatice.
Metodele de cercetare stiintifica: S-a efectuat un studiu biochimic experimental pe animale de
laborator (Rata albicans) al metabolismului glutationului si tiol-disulfidic in doud modele ale
patologiei hepatice — ciroza hepatica indusa de tetraclorura de carbon si hepatopatia toxica
indusa de etilenglicol.
Noutatea si originalitatea stiintifica: Au fost elucidate mecanismele de actiune a CBA
autohtoni asupra ciclului glutationic si indicilor metabolismului tiol-disulfidic in conditii
normale si patologiia hepatica experimentald, constatindu-se eficienta lor in redresarea
dismetaboliilor provocate de administrarea noxelor.
Semnificatia teoretica: Elucidarea mecanismelor fine, care stau la baza actiunii CBA largesc
cunostintele teoretice despre proprietatile biologice ale unui sir de CBA autohtoni noi si ofera
medicamentoase eficiente.
Valoarea aplicativa: Elucidarea mecanismelor fine care stau la baza actiunii unui numar de
CBA autohtoni extind cunostintele teoretice ale proprietatilor biologice ale acestora, precum si
deschide noi perspective pentru elaborarea unor medicamente eficiente.
Implementarea rezultatelor: Rezultatele cercetarilor au fost implementate in procesul didactic
la catedrele Biochimie si biochimie clinicd §i Diagnostic de laborator clinic ale [P USMF
»Nicolae Testemitanu”, activitatea laboratoarelor Institutului Cardiologic si Centrului

Republican de Control Extern al Calitatii.



PE3IOME
Anaponake Jlwaus, ,,BiansiHue OHOJOTHYeCKM AKTHBHBIX COeJIMHEHMMH HA LMK
IJIYyTATHOHA B HOPMeE M NPH IKCHEPUMEHTAJIbHON MATOJOIMU MeYeHn”, JUuccepTanus Ha
COMCKAHHUE YYEHOM CTeNeHH JOKTOpPa MeIMUMHCKUX HayK, Kummnes, 2016.
Pabora npexacraBnena Ha 116 cTpaHMIax Me4yaTHOro TEKCTa, COCTOUT U3 BBENEHUS, 3-X TJaB,
BBIBOJIOB U MPAKTUYECKUX pekoMeHAanuii. bubnuorpadus Britouaer 239 HayyHBIX UCTOYHHKA.
PabGoTta mmmroctpupoBana 16 tabmunamu, 27 pucynkamu u 10 mpunoxeHusMu. Pe3yiabTaTh
UCCIIEIOBaHMs OBUIH OIYOJIMKOBAHbI B 14 HAyYHBIX CTAThX.
KiroueBble ¢JI0Ba: IUPPO3 MEYCHU, IKCIIEPUMEHTAIbHBIC TeNaTONaTuH, TIyTaTHOH, (PepMEHTHI
[IUKJIA TJIyTaTHOHA, THOI-TUCYIb()UIHBINA 0OMEH, OMOIOTHYECKN aKTHBHBIE COCTUHEHMUS.
O6aacTh Hcce10BaHUA: OMOXUMHUS, TEMATOIOTHs, JJA0OpaTOpHAs MEUIIMHA.
Leab wuccaenoBaHusl: BBIABUTH OHOXUMHUYECKHE MEXAHU3Mbl JIEHCTBUS OHOJOTHYECKH
akTuBHbIX coequHeHn (BAC) Ha UK TIyTaTHOHA, TUOJ-TUCYIbGUIAHBIA OOMEH mpH
skcriepuMeHTanbHbIx renaronarusix (I'T1), aprymentupoBats 3¢ (HEKTUBHOCTh UX MPUMEHEHHUS,
ONTUMMU3UPOBATh OMOXMMMYECKHE JUArHOCTMYECKHE METOJbl  HCCIIEI0BAaHUS JUIs
MOHHUTOPH3AIHMU YPPEKTUBHOCTH JICUCHHUS.
3agaum MccJIeI0BAHUS: U3YYUTh OCHOBHBIC M3MEHEHUSI ()EPMEHTOB LMKJIA TIIYyTaTHOHA, THOJ-
TUCYTb(UIHOTO MeTaboim3Ma TpU BO3JACHCTBHHM OTedecTBEHHBIX BAC B HOpME W TIpH
MOJICJINPOBAHUU MATOJIOTUU TICYCHH.
Marepuanbl U MeTOAbI HCCIeI0BAHUA. ObUIO MPOBEIEHO SKCIEPUMEHTaNbHOE (Ha OeNbIX
71ab0paTOPHBIX KPbICaxX) UCCIIEOBaHHEe OOMEHA TIyTaTUOHA W THON-AUCYIb()UIHOTO 0OOMEHa Ha
JIBYX SKCHEPUMEHTAIBHBIX MOJIEISAX — IUPPO3a NEUEHH UHAYIUPOBAHHOTO YETHIPEXXJIOPUCTHIM
YIIepo0M U TOKCHUYECKOM renaTonaTuy MHAYLHUPOBAHHOW STHIICHTJINKOJIEM.
Hayuynasi HoOBHU3HA: BBISICHEHB MEXaHU3MBI JACHCTBUsA oTeuecTBeHHBIX BAC Ha o00MeH
[JIyTaTUOHA U THOJ-IUCYIb(UIHBIN 0OMEH B HOPME U MPU MOJAEIUPOBAHUYU NATOJIOTHH MEUEHHU.
VYcraHoBneHa 3()(EKTUBHOCTh YyKa3aHHBIX BEIIECTB B BOCCTAHOBJIEHWH META0OJIMYECKUX
HapyILIEHUN BbI3BAHBIX TOKCHUECKHUMH BEUIECTBAMU.
Teopernueckasi 3HAUMMOCTh: [[oTydeHHbBIE PE3yNIbTATHl PACIIUPSIIOT TEOPETUUECKUE 3HAHUS O
OMOJOTUYECKNX CBOMCTBaxX psaa HOBbIX BAC, Takke mpeqiarailoT HOBbIE BO3MOXHOCTH IS
U3Y4YeHUS OOBEKTOB MEPCHEKTUBHBIX JUIS MOJNy4eHHUs HOBBIX A(D()EKTHBHBIX JE€KapCTBEHHBIX
IpernapaToB.
IIpuknagnas 3Ha4YuMoOCTh. BrIsicHEeHHME MEXaHHW3MOB, JEXKAIIUX B OCHOBE JEHCTBUS psaa
oteuecTBeHHbIX BAC, pacuupsier TeopeTndeckue 3HaHus 00 UX OMOJIOTHYECKUX CBOMCTBAX, a
TaKk)K€ OTKPBHIBAIOT HOBBIC TIEPCIIEKTUBBI JJIsi TMOJdydYeHUsS A(P(PEKTUBHBIX JIEKAaPCTBEHHBIX
Mpenaparos.
BHenpeHue B NpaKkTHKY: pe3ylbTaThl UCCIENOBAaHUS OBUTH BHEJPEHBI B yUeOHBINA MpPOIECC Ha
kadeapax buoxumuu u kmHn4eckoit onoxumun u Knuanueckoii Jlabopatopnoit Jluarnoctuku
I'ocymapctBennoro Meaunuackoro u  ®dapmareBruueckoro YHuBepcurera ,,Hukomnae
Tectemuniany” Pecnybnukum MonnoBa, padoty mnabopartopuii Muctutyra Kapauwomoruun u

Pecny0irKkaHCKOTO IIEHTpa BHEIIHET0 KOHTPOJISI KauecTBa.



SUMMARY
Andronache Lilia’s PhD thesis in medical sciences, ,,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 14 scientific papers.

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

Domain of research: biochemistry, hepatology, nephrology, laboratory medicine.

The aim of study: The study of the biochemical mechanisms of action of local biologic active
compounds (BAC) on glutathione cycle and 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 of the main glutathione enzymes cycle and
thiol-disulfide metabolism markers produced by the local BAC (Schiff base and their
combinations with 3d metals, and cyanobacterian remedies) in physiological condition and in
experimental liver pathologies.

Scientific research methods: We conducted a biochemical experimental study on laboratory
animals (Rata albicans) of glutathione enzymes and thiol-disulfide metabolism in two models of
liver pathology — liver cirrhosis induced by carbon tetrachloride and ethylene-induced toxic
hepatopathy.

Scientific novelty: The mechanisms of action of the local BAC on glutathione cycle and thiol-
disulfide metabolism in normal conditions and experimental liver pathology were elucidated,
ascertaining their effectiveness in metabolic disorders caused by the administration of toxic
compounds.

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 perspective objects to obtain new effective medicinal preparations.
Applied value: Elucidation of mechanisms underlying the action of a number of local BAC
extend theoretical knowledge of their biological properties, as well as open up new prospects for
effective drugs development.

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.



LISTA ABREVIERILOR

AAT activitatea antioxidanta totala
AGE produsii finali de glicare avansata (advanced glycated end products)
DAM dialdehida malonica

CBA compusi biologic activi

CCL4 tetraclorura de carbon

CH ciroza hepatica

CHS celule stelate hepatice

v-GTP v-glutamiltranspeptidaza

GPO glutationperoxidaza

GR glutationreductaza

Grx glutaredoxina

GSH glutation redus

GSSG glutation oxidat

GSH glutation

GST glutationtransferaza

HP hepatopatie

HT hepatopatie toxica

OPL oxidarea peroxidica a lipidelor
PSS polizaharide sulfatate din spirulina
RL radicali liberi

RLO radicali liberi ai oxigenului

NO oxidul nitric

SRO specii reactive ale oxigenului
SRN specii reactive ale azotului

-SH gruparea sulthidril

SAO sistem antioxidant

SO stresul oxidativ

SOD superoxiddismutaza

TGF-B factorul de crestere transformator-beta
TNF-a factorul de necroza tumorali-alfa
TrxR tioredoxin reductaza

TRS tioredoxina



INTRODUCERE

1. Descrierea situatiei in domeniu si identificarea problemelor de cercetare

Actualitatea problemei

Dupa descoperirea glutationului (GSH) in 1888 de catre de Rey-Pailhade J. (Sur un
corps d'origine organique hydrogénant le soufre 1 a froid. Comptes Rendus Hebdomadaire
Séances de I'Académie de Sciences. 16:1683-4), acest compus trezeste interesul biochimistilor
abia dupa anii 50 ai secolului XX, odata cu demonstrarea multiplelor sale functii si a
implicarii In diverse procese metabolice. Acest fapt se datoreste reactivitatii mari a gruparii
sulfhidril (-SH) a glutationului, care, prin capacitatea de a ceda o pereche de electroni,
formeaza numeroase combinatii electrovalente sau covalente, reversibile sau ireversibile.

Glutationul — tripeptidul L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina (GSH) este principalul
antioxidant neenzimatic si forma de transport al gruparilor -SH libere. Spre deosebire de
grupdrile -SH ce apartin unor enzime, care sunt protejate de lantul polipeptidic, glutationul,
tiol cu masa moleculard mica, constituie prima "{intd" a radicalilor liberi (RL) care prin
efectele lor nocive actioneaza asupra multor procese metabolice direct sau indirect.
Principalele enzime ale metabolismului glutationului sunt: glutationreductaza (GR),
glutationperoxidaza (GPO), glutation-S-transferaza (GST) si y-glutamiltranspeptidaza (y-GTP).

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,
care se oxideaza la acid dehidroascorbic. Ultimul poate fi usor regenerat prin interactiunea
cu un donator de hidrogen. Continua regenerare a GSH pe diverse cai poate contribui la
marirea eficientei acestui tripeptid 1n diverse stari patologice [116].

Pe cale neenzimatica sau 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. Existd numeroase
date in literatura de specialitate [63, 84, 51, 128], care demonstreaza rolul central al GSH in
intoxicatiile acute sau cronice cu compusi ce produc RL. Studiile starilor hepatotoxice au
aratat cd aparitia leziunilor necrotice, a infiltrarii grase hepatice, sunt precedate de scaderea

dramatica a concentratiei GSH din ficat. Aceasta scadere a GSH este nespecifica, fiind



identificata in diferite grade si in infectii, insuficienta hepatica si in alte patologii [179, 144,
88, 183, 57,156, 56].

De o deosebita actualitate sunt cercetérile stiintifice care demonstreazd implicarea
glutationului in afectiunile hepatice si Se impun in prezent tot mai pregnant in atentia
specialistilor ca o problema globald, dat fiind cresterea progresivd a morbiditatii si
mortalitatii prin bolile ficatului. Maladiile hepatice sunt o problema majora in Republica
Moldova, incidenta, prevalenta, mortalitatea si dizabilitatea acestor patologii fiind
semnificativ mai mari comparativ cu alte regiuni ale Europei sau alte tari economic
dezvoltate.

In pofida reducerii morbidititii prin hepatitd virald 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
mentionafi 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, Italia si Olanda — 1,4). In structura morbiditatii hepatitelor
virale acute predomind formele grave — hepatita virala B (44,2%) si hepatita virala C
(37,2%) [33].

Pe parcursul a 10 ani (2004-2014), eforturile depuse de sistemul Ocrotirii Sanatatii al
Republicii Moldova 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 [10, 11].

Impactul socioeconomic al maladiilor hepatice este extrem de sever. in Republica
Moldova in perioada 1997-2010 pierderile economice cauzate de bolile ficatului au
constituit 962541 mii lei [33].

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

S-a stabilit ca GSH si enzimele metabolismului glutationic sunt reglatori universali
ai cresterii si proliferarii in diverse sisteme celulare [116, 89, 54] si sunt implicate in

resorbtia tesutului fibros [163, 53], insa rolul si gradul de angajare a acestora In patogenia
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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 — studierea 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 antifibrotica si
reparativa a tesutului hepatic cirozat prin metode terapeutice. In ultimii ani un interes sporit
trezeste utilizarea in acest scop a diferitor compusi ai metalelor de tranzitie, si, In particular,
a compusilor coordinativi ai cuprului [146, 60, 212, 201], care, dupa parerea unor savanti,
ar putea exercita o influenta semnificativa asupra proceselor metabolice.

La Universitatea de Stat din R. Moldova, Catedra de chimie anorganica, sub
conducerea doctorului habilitat in stiinte chimice, prof. 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, in special al preparatelor CMT-28, CMT-67,
care Acest efect se manifesti la doze extrem de mici: 10° — 10" moli [25]. Studiile
efectuate ulterior de Tagadiuc O. si coaut. (2010, 1011) au identificat influenta conpusilor
respectivi asupra compozitiei si metabolismului tesutului osos in norma si osteoporoza
primara si secundara [39, 41].

Actualmente nu exista publicatii stiintifice privind actiunea compusilor coordinativi
noi autohtoni asupra nivelului glutationului si a activitatii enzimelor ciclului glutationic in
maladiile hepatice. Din acest punct de vedere studiul actiunii compusilor coordinativi
mentionati asupra metabolismului glutationului cu valori normale si hepatopatii sunt de o
actualitate si valoare teoretica si practica incontestabila.

Scopul studiului a fost evaluarea modificarilor ciclului glutationic si ale indicilor
metabolismului tiol-disulfidic in patologia hepatica experimentala determinata de actiunea unor
compusi biologici activi (CBA) autohtoni in vederea argumentarii eficientei utilizarii lor 1n

terapia maladiilor hepatice.
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Obiectivele cercetarii:

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

2. Cercetarea modificarilor ciclului glutationic si ale unor indici ai metabolismului
tiol-disulfidic in patologia hepatica experimentald — ciroza hepatica indusa de tetraclorura
de carbon si hepatopatia toxica indusa de etilenglicol.

3. Elucidarea modificarilor ciclului glutationic si ale unor indici ai metabolismului
tiol-disulfidic la actiunea CBA autohtoni noi (baze Schiff noi, combinatiile lor cu metale
3d, si remedii de origine cianobacteriana) in patologia hepatica experimentala.

4. ldentificarea celor mai sensibili indici biochimici ai dereglarilor metabolismului

glutationului si tiol-disulfidic in patologia hepatica experimentald, potentiali markeri ai

Metodologia cercetarii stiintifice. Lucrarea prezintd 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 regenerarii
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 regenerdrii postcirotice cu remedii
autohtone” si Proiectului Institutional 11.817.09.07F ,Identificarea 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 stiintifica 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
tratamentul acestora cu compusi biologici activi autohtoni (baze Schiff noi, combinatiile lor
cu metale 3d) si remedii de Origine cianobacteriana.

S-a stabilit cd compusii biologic activi autohtoni influenteazd pozitiv asupra
principalilor indici biochimici ai ciclului glutationic $i metabolismului tiol-disulfidic la
animalele cu hepatopatii experimentale si exercita efect curativ biologic inalt, ce se

manifestd prin restabilirea sau augmentarea continutului de glutation redus si inductia
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glutationperoxidazei, fapt ce mareste rezistenta celulelor fatd de agresiunea substantelor
toxice.

A fost depistat efectul de deprimare a functionalitatii tioredoxin reductazei exercitat
de polizaharidele sulfatate din spirulind (PSS), ce diminueaza potentialul proliferativ al
celulelor hepatice stelate implicate in procesele de fibrogeneza.

Rezultatele cercetarii stau la baza determinarii investigatiilor ulterioare pentru
cresterea eficientei compusilor studiati in calitate de remedii modulatoare/adaptive,
necesare pentru tratarea si prevenirea bolilor hepatice.

Datele obtinute se pot dovedi a fi utile si in procesul de elaborare si verificare a altor
remedii medicamentoase, care ar putea fi folosite in tratamentul patologiilor hepatice cu
scopul redresarii dereglarilor si stimularii regresiei proceselor fibrotice in ficat.

Problema stiintificad solutionata in teza constd in elucidarea actiunii compusilor
biologic activi autohtoni sintetici — baze Schiff noi, combinatiile lor cu metale 3d, si
naturali — BioR si PSS, obtinuti din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis platensis,
asupra metabolismului glutationului si tiol-disulfidic in ficat in conditii fiziologice si
patologia hepatica, ce a permis de stabili potentialul lor profilactic si terapeutic in maladiile
hepatice (ciroza hepatica si hepatopatia toxicd), testate pe animale de laborator.

Semnificatia teoretica

Rezultatele studiului prezinta importanta majora atat in cercetarea fundamentala, cat
si in cercetarea aplicativa prin evaluarea unor compusi biologic activi autohtoni noi de
diferita origine (sintetici si naturali) cu eficienta semnificativd. Au fost elucidate actiunile
CBA asupra indicilor metabolismului glutationic si tiol-disulfidic in conditii fiziologice si
la modelarea patologiei hepatice severe (ciroza hepatica si hepatopatia toxica). Cunostintele
noi fundamentale obtinute in cadrul realizarii studiului vor permite de a deschide noi
directii de cercetare in domeniul farmacoprofilacticii si farmacoterapiei maladiilor hepatice.

Datele furnizate de studiul realizat vor putea constitui un suport pentru viitoarele
explorari ale functiei GSH, enzimelor glutationice si compusilor tiol-disulfidici in
asigurarea homeostaziei biochimice a ficatului si a organismului in intregime.

Valoarea aplicativa a lucrarii

Au fost dezvoltate si implementate metode eficace de diagnostic al dereglarilor
metabolismului glutationic si tiol-disulfidic si de monitorizare a tratamentului aplicat in
dereglarile hepatice. Au fost optimizate un sir de micrometode de cercetare a

metabolismului glutationic si tiol-disulfidic, ce permit de a reduce cheltuielile la efectuarea
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lor, de a mari specificitatea, precizia si reproductibilitatea analizelor si, 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, in procesul didactic al catedrelor de profil si folosite la elaborarea

dosarului preclinic privind eficienta remediilor cu efect antifibrotic si de inducere a

regenerarii postcirotice a ficatului. Domeniul de utilizare: biochimia medicald, medicina de

laborator, hepatologie, farmacie si farmacologie, tehnologia medicamentelor.
Implementarea rezultatelor
Rezultatele obtinute au fost implementate:

- Centrul Republican de Control Extern al Calitatii. ,,Micrometodd de dozare a v-
glutamil-cistein-sintetazei in materialul biologic”, 2010. Anexa 1.

- Centrul Republican de Control Extern al Calitatii. Investigatii Biochimice. Volumul II.
Micrometode. Elaborare metodica, 2010. Anexa 2.

- Centrul Republican de Control Extern al Calitatii. ,,Procedeu optimizat de determinare a
glutationului redus”, 2009. Anexa 3.

- Centrul Republican de Control Extern al Calitatii. ,,Procedeu de dozare a activitatii
glutationperoxidazice la riderul imunoenzimatic”, 2009. Anexa 4.

- Laboratorul Cardiologie interventionala. ,,.Determinarea thioredoxin reductazei”, 2012.
Anexa 5.

- Laboratorul Cardiologie interventionald. ,,Determinarea activitatii glutaredoxinei”,
2012. Anexa 6.

- In procesul didactic la studentii anului IV, Facultatea Medicini, cursul Biochimie
clinica, la Catedra Biochimie si biochimie clinica. ,,Biochimia ficatului in norma si
patologie” 2013-2015. Anexa 7.

- In procesul didactic la rezidenti si medici la perfectionare la Catedra Diagnostic de
laborator clinic. ,,Protocoale standardizate de cercetare a metabolismului glutationic”,
2014-2015. Anexa 8

- In Laboratorul de Diagnostic Clinic al IMSP Institutul Cardiologic. ,,Procedeu de dozare
a metabolismului glutationic”, 2014-2015. Anexa 9.

- In activitatea Laboratorului Cardiologie interventionali al IMSP Institutul Cardiologic.

,Metode de dozare a indicilor metabolismului glutationic”, 2014-2015. Anexa 10

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele studiului au fost discutate si aprobate

la diferite foruri de nivel national si international:
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- Congresul al IX-lea National cu participare internationald al ,,Geneticienilor si
amelioratorilor”. Chisinau, 2010;

- Conferinta stiintifica internationala ,,Biotehnologia microbiologica — domeniu
scientointensiv al stiintei contemporane” Chisindu, 2011;

- Conferintele Stiintifice Anuale ale colaboratorilor si studentilor USMF , Nicolae
Testemitanu” Chisinau, 2013, 2014, 2015;

- Conferinta stiintificd internationald “Scientific international conference on microbial
biotechnology”. Chisindu, 2014;

- The XVIII-th International Conference ,,Physical Methods in Coordination and
Supramolecular Chemistry” Chisindu, 2015.

Teza cu tema ,Influenta unor compusi biologici activi autohtoni asupra ciclului
glutationic Tn norma si in patologia hepatica experimentala” a fost discutata si aprobata la
sedinta comund a Laboratorului de Biochimie si Catedrei de biochimie si biochimie clinica
a [P USMF ,Nicolae Testemitanu”, din 12.11.2015 (proces verbal nr. 12), sedinta
Seminarului stiintific 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 7
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 internationale in republica, 4
lucrari stiintifico-metodice si didactice, 2 publicatii ca singur autor.

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

Sumarul compartimentelor tezei

Teza este expusa pe 116 pagini de text dactilografiat si urmatoarele sectiuni:
introducere, 3 capitole, concluzii, recomandari practice, rezumat in limbile roméana, rusa,
engleza, include 27 figuri si 16 tabele, 10 anexe, indice bibliografic din 239 de surse
literare.

In Introducere se argumenteazi in baza datelor literaturii de specialitate de ultima
ora actualitatea si oportunitatea cercetarii efectuate a metabolismului glutationic si tiol-
disulfidic in conditii fiziologice, patologie si la administrarea CBA autohtoni. Sunt
formulate scopul si obiectivele studiului stiintific. Este identificatd problema examinata si

solutionata in teza, semnificatia ei teoretica si aplicativa.
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Capitolul 1 — Metabolismul glutationic si tiol-disulfidic, insumeaza sinteza celor mai
relevante publicatii stiintifice de ultima ora, precum si cele fundamentale, referitor la rolul
si importanta glutationului si a altor compusi tiol-disulfidici si a metabolismului lor in
mentinerea homeostaziei organismului, de asemenea si rezultatele studiilor potentialului
farmacologic a diferitor compusi biologic activi, inclusiv a celor autohtoni. Sinteza se
bazeaza pe analiza studiilor atdt la nivel national, cat si international. Capitolul este
structurat In 3 subcapitole si finalizeaza cu concluzii.

Capitolul 2 — Material si metode de studiu, reflecta metodologia studiului
experimental efectuat, metodele de investigare biochimica si analiza statistica a rezultatelor
obtinute.

Capitolul 3 — Influenta unor compusi biologic activi autohtoni asupra continutului
de glutation si activitatea enzimelor glutationice in norma si patologia hepatica
experimentald, descrie rezultatele cercetarii care au fost axate pe mai multe directil
complementare: (a) influenta CBA autohtoni asupra nivelului de glutation si a activitatii
enzimelor glutationice, indicilor stresului oxidativ si a sistemului antioxidant in ficat in
conditii fiziologice; (b) influenta CBA autohtoni asupra nivelului de glutation si activitatii
enzimelor glutationice, ai stresului oxidativ si sistemului antioxidant in ficat in ciroza
hepatica si hepatopatia toxica experimentale; (c) modificarile indicilor metabolismului
glutationic, ai stresului oxidativ si sistemului antioxidant in ficat in ciroza hepatica
hepatopatia toxica experimentale. Capitolul se incheie cu sinteza rezultatelor, care cuprinde
analiza datelor obtinute prin confruntarea cu rezultatele altor studii in forma de sinteza
integrala, bazata pe compararea rezultatelor proprii cu cele din alte studii nationale si
internationale ale CBA contemporani.

Teza finalizeaza cu Concluzii generale si Recomandari practice.

Compartimentul Anexe include 10 anexe.
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1. METABOLISMUL GLUTATIONIC SI TIOL-DISULFIDIC

1.1. Metabolismul glutationului si rolul lui si al sistemul antioxidant in norma si
patologie
Glutationul (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) si enzimele ciclului glutationic detin in

organism functii diverse si foarte importante.

0 0
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Lucrarile de sinteza ale lui A. Meister din anii 80 ai secolului XX au generalizat
functiile principale ale glutationului (GSH):

1. protejarea fatd de speciile reactive ale oxigenului (SRO) si ale azotului (SRN), GSH
fiind principalul antioxidant (AO) neenzimatic, care capteza radicalii liberi de diferita
geneza, ce sunt formati in procese endogene fiziologice sau dereglate in anumite
patologii sau se formeaza sub actiunea substantelor exogene sau la neutralizarea lor;

2. formarea, reducerea si izomerizarea legaturilor disulfidice, ce sunt cardinale in
stabilizarea structurii tridimensionale a proteinelor si realizarea functiilor lor;

3.  influenta asupra activitatii enzimelor §i a altor proteine prin mentirea formei reduse a
grupei -SH din centrul activ si asigurarea modificarilor conformationale asociate
functionalitdtii normale;

4. mentinerea integritatii structurale si a functionalitatii membranelor biologice prin
inreruperea lanturilor de oxidare peroxidica a acizilor grasi polienici ai fosfolipidelor
membranare;

5. angajarea in reactiile biochimice cu rol de coenzima;

6. participarea la metabolismul eicosanoizilor, ce se sintetizeaza din acidul arahidonic al
fosfolipidelor membranare, in special a leucotrienelor si unor forme de
prostaglandine;

7.  rezerva labila si accesibild de cisteina;
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8.  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;

9. influenta asupra sintezei acizilor nucleici si a proteinelor, precum si interventia in
proliferarea si diferentierea tesuturilor [159].

Functiile mentionate au rezistat verificarii in timp, dar necesita anumite concretizari si
completari avand in vedere rezultatele cercetarilor stiintifice de ultima ora.

Referitor la functia de antioxidant este necesar de a accentua rolul independent al GSH
ca transportor reducator si component esential al sistemului tampon oxido-reducator celular.
Actualmente s-a pus in evidenta rolul tiolilor micromoleculari, in special a glutationului, ca
compusi primari nu doar in protectia antioxidata a celuelor si mediilor extracelulare, dar si
in calitate de molecula reglatoare a statutului oxido-reducdtor a organitelor celulare si
celulei in general atat in conditii fiziologice, cat si diverse patologii [56, 67].

Interventia in metabolismul eicosanoizilor s-a extins pand la participarea GSH in
metabolismul hormonilor de natura lipidica si, mai mult decat atat, pana la interactiunea
sistemului glutationic cu hormonii si sistemele de semnalizare transductoare. Au aparut date
noi importante referitor la rolul subsistemelor GSH in diferite compartimente ale celulei,
precum si in reglarea inflamatiei si a reactiilor imune. In pofida faptului ci glutationul este
sintetizat in citoplasma compusul este distribuit in diferite organite in care realizeaza functii
specifice. GSH functioneaza in pool-uri relativ independente in citopasma, reticulul
endoplasmatic, nucleu si mitocondrii. In majoritatea compartimentelor glutationul este
prezent preponderent in forma redusa (GSH), pe cand in reticulul endoplasmatic — In forma
oxidata. Astfel, raportul [GSH]/[GSSG] este de cca 3:1 in reticulul endoplasmatic, iar in
citoplasma nivelul glutationuui oxidat (GSSG) este de maxim 1% [149, 188, 155, 182,
234].

Glutationizarea proteinelor ca mecanism nou de reglare a functiilor acestora si
participarea sistemului glutationic in controlul metabolismului tiol-disulfidic vine in prim-
planul functiei de formare, reducere si izomerizare a legaturilor disulfidice, proces de
importanta vitala, dat fiind rolul lui in mentinerea structurii tridimensionale optime a
proteinelor si contributia in realizarea functiilor specifice in diverse conditii, la diferite
etape vitale [150, 97].

Aspectul principal al modificarilor propuse constd in extinderea considerabild a

functiilor GSH ca moleculd integralda implicata in multiple procese fiziologice si
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metabolice, important reglator redox independent. Se acumuleaza date noi privind
specificul metabolismului GSH 1in diferite organe si tesuturi. Astfel, este evidenta
necesitatea elucidarii detaliate si a generalizarii datelor privind particularititile celulare,
tisulare, de organ ale sistemului glutationic si relevarea functiilor locale.

Se disting doud clase mari de compusi cu proprietati antioxidante — hidrofili si
hidrofobi. Antioxidantii hidrofili activeazd in citoplasma si in plasma sangvind, iar cei
hidrofobi — in membranele biologice [90, 132].

Un grup important de antioxidanti 1l constituie enzimele antioxidante —
superoxiddismutaza (SOD), catalaza (CAT), precum si enzimele metabolismului glutationic
si tiol-disulfidic: glutationreductaza (GR), glutationperoxidaza (GP), glutation-S-transferaza
(GST), glutaredoxina s. a. [152, 68, 56, 83, 104, 116, 105, 106, 160] (Figura 1.1).
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Fig. 1.1. Sistemul antioxidant enzimatic
Nota: SOD — superoxiddismutaza, CAT — catalaza, GST — glutation-S-transferaza,
GR — glutationreductaza, GP — glutationperoxidaza, G-6-PDH — glucozo-6-fosfat
dehidrogenaza, GSH — glutation redus, GSSG — glutation oxidat

In degradarea hidroperoxizilor, ce se formeazi in procesul peroxidarii lipidelor, rolul
principal il detine sistemul enzimatic GPO/GR. GPO catalizeaza reactia de scindare a
peroxidului de hidrogen si a peroxizilor organici cu participarea glutationului redus si

trecerea acestuia in forma oxidata, specificitatea pentru GSH fiind foarte mare.
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H20, +2 GSH — 2 H20O + GSSG
R-OOH + 2 GSH — R-OH + H20 + GSSG

GPO se afla in relatii de competitivitate cu alte doud enzime antioxidante catalaza si
superoxiddismutaza (SOD) in neutralizarea excesului de H2O> si alti peroxizi, ceea ce da
posibilitate sistemelor reglatoare sa functioneze eficient. Caracterul competitiv al
corelatiilor dintre aceste enzime explicd si localizarea diferitd a celor trei enzime in
compartimentele intracelulare. Astfel, catalaza este localizatd in mitocondrii §i peroxizomi
in tandem cu GPO, pe cand in citoplasmi, GPO este cuplati cu SOD. In acest mod, prin
cuplarea a doud enzime si a unor AO neenzimatici se asigurd atdt protectia structurilor
subcelulare, cat si modularea procesului de activare a oxigenului, evitindu-se formarea
radicalului hidroxil (OHe) [152, 233].

H,0, + Fe?* — HOe* + HO + Fe3*

Natura a favorizat astfel formarea unei enzime AO cu o specificitate mai joasa decat a
SOD si a catalazei fata de substrat. Principalul tip de GPO contine 4 atomi de Se distribuiti
intre cele 4 subunitati polipeptidice ale enzimei, masa moleculard a enzimei fiind de 85
kDa. De mentionat ca in celule mai existd un tip de GPO ce nu contine Se in centrul activ,
cu o specificitate si mai micd fatd de diverse substraturi organice si care are si functie
transferazica [31, 141, 233].

Glutationul oxidat, format in procesul reactiei, catalizata de GPO, se reduce in reactia

glutationreductazica [31].
2 NADPH + GSSG — 2 NADP* + 2 GSH

Glutationreductaza (GR) — o flavoproteind homodimerica cu Mr = 100-120 kDa,
detine un rol important in metabolismul GSH. Fiecare subunitate leaga necovalent FAD-ul
necesar pentru activitatea enzimei. GR are o specificitate inalta fata de substrat, iar valorile
constantei Michaelis (Km) se afli in diapazonul micromolar. In consecintd are loc
reducerea activa a glutationului oxidat (GSSG) la cresterea concentratiei lui. La mamifere
GR este prezenta in toate organele si tesuturile, avand o distributie neuniforma. Activitatea
cea mai inalta a enzimei a fost atestata in ficat, rinichi, intestin, glandele endocrine,
plamani, iar cea mai mica — in miocard, muschi si eritrocite. Intracelular GR este localizata
preponderent in citozol, dar se depisteaza si in mitocondrii, nucleu, microzomi. Repartitia
variabild asigurd mentinerea nivelului optim de GSH in compartimentele celulare

corespunzatoare, precum si in organele respective [83, 68, 50].
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Rolul biologic principal al GR consta in mentinerea nivelului inalt de GSH si scazut
de GSSG, deoarece GSH 1isi realizeaza functiile sale doar in forma redusa. GR permite de a
reduce considerabil necesitatea in sinteza de novo a GSH din aminoacizii corespunzatori,
procesul fiind asociat cu consum considerabil de energie (ATP). Totodata, functionarea GR
este legata permanent de activitatea enzimelor care oxideaza GSH in procesele de reducere
a peroxizilor (GPO si GST), disulfidelor (glutaredoxina, protein disulfidizomeraza) sau
ribonucleotidelor (ribonucleotidreductaza). Astfel, prin mentinerea nivelului scazut de
GSSG, care moduleaza activitatea mai multor enzime, GR asigura functionarea acestor
enzime [83, 233, 234, 31].

Pe langa GPO mentionate anterior, au fost izolate si studiate o grupa de enzime
denumite glutation-S-transferaze (GST), care catalizeaza conjugarca GSH cu o mare

varietate de compusi organici electrofili, cu formarea acizilor mercapturici.
RX + GSH — HX + GS-R

Acest tip de reactii reprezintd o forma importanta de detoxifierie in organism a variati
compusi exogeni, asigurdnd supravietuirea in conditiile poludrii chimice crescande.
Procesul este deosebit de activ in ficat — principalul organ responsabil de preluarea,
oxidarea si conjugarea compusilor chimici exogeni nocivi. in ficat GST, cu numele de
ligandina, constituie 5-10% din proteinele solubile citoplasmatice, pe cand in rinichi (tubii
proximali) si mucoasa intestinala — cca 2%. Enzima intervine si in neutralizarea
substantelor endogene in cadrul proceselor fiziologice de eliminare a deseurilor metabolice
[116, 215].

O alta enzima glutationicd — y-glutamil transpeptidaza (y-GTP) catalizeaza transportul
fragmentului y-glutamil spre aminoacizi, formand vy-glutamil-aminoacizi, care sunt

translocati prin membrane in celula.
L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina (GSH) + aminoacid —
L-y-glutamil-aminoacid + L-cisteinil-glicina
Aceasta enzima este foarte raspanditda, fiind localizatd la mamifere mai ales in
mucoasa intestinala, tubii contorti renali, celulele epiteliale cu diferitd localizare organica si
tisulara, precum, si in reticulul endoplasmatic. y-GTP este nu doar prima enzimd care
catabolizeazd GSH, dar si cea care limiteaza catabolismul GSH. Datorita prezentei legaturii

atipice y-peptidice, GSH este rezistent la actiunea peptidazelor triviale si, in lipsa y-GTP

hidroliza GSH, GSSG si a compusilor glutationizati nu are loc. Astfel, y-GTP are o
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importantd majord in metabolismul diferitor forme ale GSH, precum si ale compusilor
glutationizati [225, 226].

Din cele mentionate anterior putem conchide ca cresterea sintezei GSH si utilizarii lui
in reactiile catalizate de GPO si GST au efecte antioxidante, iar enzima principald a
catabolismului glutationului — efecte prooxidante.

In celule se produc permanent reactii tiol-disulfidice dependente de GSH. Ele duc la
formarea si reducerea disulfizilor micsti, inclusiv la glutationizarea si deglutationizarea
proteinelor. Aceste procese sunt catalizate si dirijate de mai multe enzime. Cea mai
frecventa forma de S-tiolizare (formarea disulfidului mixt) este S-glutationizarea
proteinelor — aditionarea glutationului la grupele SH ale resturilor de cisteinda. Aceasta
reactic este catalizata de o retea complexa de tiol/disulfid oxidoreductaze — enzime
localizate in reticulul endoplasmatic (RE). Glutaredoxinele/tioltransferazele (Grx/TT) — fac
parte din marea familie a oxidoreductazelor tioldisulfidice GSH-dependente, care
catalizeaza reducerea disulfizilor sau a disulfizilor micsti ai GSH. Grx folosesc GSH pentru
reducerea disulfizilor in prezenta NADPH si GR (sistema Grx). Glutaredoxinele catalizeaza
eficient reactiile de reducere — deglutationizarea. Sistemele Grx si ale tioredoxinei exercita
actiune protectoare In patologia cardio-vasculard si cataractd prin deglutationarea
proteinelor cardiace si cele ale cristalinului [116].

S-glutationizarea este un mecanism rapid si mobil al modificarii posttranslationale a
proteinelor, comparabil cu mecanismul de fosforilare realizat de proteinkinaze. A fost
raportatd glutationizarea a circa 20 de proteine, inclusiv a proteinelor citoscheletului
(vimentinei, miozinei, tropomiozinei, cofilinei, profilinei si actinei), enzimelor (enolazei,
aldolazei, 6-fosfoglucolactonazei, adenilatkinazei, fosfogliceratkinazei, triozofosfat
izomerazei, pirofosfatazei, proteindisulfidizomerazei, citocrom c oxidazei), proteinelor
stresului  (HSP70 si HSP60), proteinei fixatoare a acizilor grasi, nucleofosminei,
transgelinei, galectinei etc., a unor factori de crestere si citokine [150, 82]. Necesitatea de
GSH pentru realizarea reactiilor de acest gen a permis atribuirea numelui de ,,catalizator al
metabolismului tiol-disulfidic”. Glutationizarea/deglutationizarea este si un mecanism de
reglare (activare/inhibare) a unor cai de semnalizare celulare si procese metabolice.

Sistemul glutationic este privit ca o piatra de temelie, factor critic, in dezvoltarea
inflamatiei si a raspunsului imun in celulele imune. In infectiile virale si disfunctiile imune
scade continutul de GSH, iar epuizarea rezervelor compusului inhiba maturizarea celulelor

dendritice si induce hipersensibilitatea de tip lent, micsorarea cantitatii citokinelor Th-1
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asociate si contribuie la raspunsul mediat de Th-2. Chiar si modificarile moderate ale
nivelului de GSH influenteaza considerabil functiile limfocitelor. Infectia HIV/SIDA
provoaca o micsorare pronuntata a cisteinei, iar administrarea N-acetilcisteinei amelioreaza
homeostazia imuna. Derivatul GSH - nitrozoglutationul din glia intestinala induce
semnificativ functia de barierd a mucoasei si reduce inflamatia in procesele inflamatorii de
diferitd geneza. S-a constatat o corelatie inversa Intre activitatea GPO eritrocitelor si gradul
de manifestare a inflamatiei (numarul de neutrofile, concentratia proteinei C-reactante si a
interleukinei IL-6 [55, 75, 87].

Glutationul interactioneaza enzimatic sau neenzimatic atdt cu o gama largd de
compusi organici, cat si cu derivatii lor (RL, epoxizi, peroxizi). Numeroase lucrari
stiintifice demonstreaza rolul central al GSH 1in intoxicatiile acute sau cronice cu compusi
ce produc RL (tetraclorurd de carbon, bromobenzen, acetaminofen). Datele privind
modificarile nivelului de GSH si a activitdtii enzimelor metabolismului lui in hepatitele
virale acute si cronice si in maladiile cdilor biliare sunt importante in descifrarea
mecanismelor moleculare ale patogeniei acestor boli si diagnosticul lor diferential [153,
214, 177].

Una din functiile principale ale glutationului In intoxicatiile acute sau cronice cu
compusi ce produc radicali liberi, cum ar fi tetraclorura de carbon (CCls), este cea
antioxidantd. La intoxicarea cronica cu CCls a fost remarcatda o dependenta a continutului
de glutation redus si oxidat si a raportului dintre aceste forme in ficat de severitatea
afectiunii hepatice. Studiile de hepatotoxicitate au aratat ca aparitia leziunilor necrotice sau
a steatozei hepatice sunt precedate de scaderea dramaticd a concentratiei GSH in ficat,
precum si deteriorarea activitatii enzimelor metabolismului glutationului [31, 185, 67, 13].

Cabre M. si colab. atesta ca tetraclorura de carbon exercitd actiune severa hepatotoxica
datorita metabolizarii In microzomii hepatocitelor si generarii concomitente a radicalilor
liberi de tip halo-alkani ce promoveaza oxidarea peroxidica a lipidelor. Fenomenul este
insotit de o diminuare temporal-dependentd a continutului de glutation redus in ficatul
sobolanilor. S-a raportat mentinerea nivelului practic normal de glutation in fazele initiale
de afectare hepatica, valorile compusului incepand sd se micsoreze la 5 saptamani de la
initierea experientei. Catre sdptamana a 7 s-a relevat si diminuarea activitatiit GPO, pe cand
functiile GST au fost afectate de la debut [67].

Autorii propun mai multe ipoteze ce ar putea explica depletia de glutation: a) formarea

conjugatelor cu produsii electrofili ai peroxidarii lipidelor, b) dereglarea transsulfurarii in
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ciroza, ce afecteaza conversia metioninei in cisteina, ultima fiind necesara pentru sinteza de
novo a GSH, c) destructia hepatocitelor si pierderea compusului de catre organ. Rezultate
analogice au fost inregistrate de Puruker E. si colab. [185], care au apreciat continutul de
glutation in plasmd si mai multe organe, inclusiv ficat, la 14 si 20 de sdptamani de
intoxicare cu CCla.

Aceste leziuni hepatice sunt prevenite prin administrarea unor compusi care doneaza
grupari -SH in vivo, asa ca cisteina, metionina, cistamina, precum s§i a unor compusi
coordinativi ai cuprului, utilizati individual sau in combinatie cu remediul BioR, obtinut din
biomasa cianobacteriei Spirulina platensis [35, 36, 37].

Cum a fost mentionat anterior, intoxicatia acutd cu CCls provoaca dereglari profunde
ale metabolismului, care se manifestd prin micsorarea brusca a continutului de GSH si
dezechilibrul activitatii enzimelor metabolismului glutationic, cu suprimarea notabila a
functiilor biologice importante ale ciclului glutationului. In urma testirii actiunii s-a
constatat eficacitatea inalta a unor compusi coordinativi ai cuprului administrati individual
sau in combinatie cu BioR asupra proceselor metabolice hepatice la sobolanii intoxicati cu
CCl4, Efectele benefice ale compusilor biologici activi autohtoni s-au manifestat prin
reducerea dereglarilor sistemului glutationic si ameliorarea functionalitatii lui in diferite
organe si tesuturi. In ficatul afectat de actiunea noxei (CCls) efectele favorabile ale
compusului coordinativ al cuprului CMT-67 si a combinatiei lui cu BioR s-au manifestat
prin normalizarea remarcabila a parametrilor metabolismului glutationic la animalele cu
hepatopatie toxicd, precum si prin potentarea activitatii enzimelor metabolismului
glutationic — GST si y-GTP [34].

Astfel, in ultimii 10-15 ani au fost obtinute date noi privind sistemul glutationic. Au
fost descoperite un sir de enzime implicate in metabolismul acestui compus, multe din ele
fiind polifunctionale. Au fost obtinute progrese importante in studiul functiilor de transport
intracelular, intercelular si interorgan. Au fost elucidate particularitatile metabolismului
GSH 1n celule si structurile subcelulare la nivel de organite celulare si stabilitd importanta
sistemului GSH in inflamatie §i reactiile imune. S-a evidentia importanta GSH si a
enzimelor metabolismului compusului in diferite organe in conditii fiziologice si variate
stari patologice atat in vitro, cat si in vivo, efectuandu-se studii pe animale si oameni.

Neutralizarea unui sir de substante, radicali liberi si produse ale proceselor de oxidare
cu radicali liberi, precum si ale oxidarii peroxidice a lipidelor, are loc datoritd interactiunii

cu glutationul, procesul fiind atdt enzimatic, cat si neenzimatic. Noxele ce determina
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afectarea diferitor organe si tesuturi, inclusiv a ficatului, prin inducerea formarii radicalilor
liberi si a stresului oxidaiv (tetraclorurd de carbon, bromobenzen, acetaminofen) subsecvent
activeaza utilizarea GSH in procesele de neutralizare si reducerea a consecintelor negative
[31, 35].

Studiile stiintifice ale implicdrii sistemului glutationului in patogenia maladiilor
hepatice si ale afectiunilor cdilor biliare sunt cardinale in stabilirea mecanismelor intime
moleculare ale aparitiei si evolutiei acestor boli, precum si pentru eficientizarea
diagnosticului precoce si a tratamentului specific [235].

Cercetarile antecedente au relevat ca scaderea criticd a nivelului glutationului redus in
ficat precede dezvoltarea leziunilor necrotice in organ sau a steatozei hepatice, care pot fi
prevenite prin terapia cu compusi-donatori ai grupelor —SH sau cu compusi coordinativi
individual sau in combinatie cu remedii cianobacteriene. Spre exemplu, completarea cu
remediul autohton BioR a schemei de tratament a pacientilor cu hepatite virale de tip. B, C
si D a determinat ameliorarea functiei hepatice prin diminuarea intensitatii sindromului
hepatopriv (cresterea continutului de proteine totale si albumine plasmatice), citolitic
(scaderea activitatii aminotransferazelor — ALT si AST) si colestatic (micsorarea activitatii
y-glutamiltransferazei si fosfatazei alcaline hepatice) [31, 35].

Metabolismul tiol-disulfidic prezinta o ramura metabolica integrativa, care determina
activitatea normala a organismului animal. Intensitatea acestuia conditioneaza viteza celor
mai diverse reactii de biosinteza, crestere si dezvoltare a celulelor si organelor, a proceselor
de transport si de reparatie si a multor altor aspecte ale activitatii vitale. Acest factor explica
interesul constant al savantilor fata de explorarea diverselor aspecte ale metabolismului tiol-
disulfidic la nivel de organita, celuld, tesut si/sau organ [67, 106, 113].

In prezent este demonstrat ci formele active ale oxigenului, in special superoxidanion
radicalul (O2) si alti derivati ai lui (peroxidul de hidrogen, radicalul hidroxil), toate
substante cu mare potential reactiv, instigd oxidarea cu radicalii liberi ai multor substante,
mai ales a substantelor ce contin gruparea -SH, cum sunt cisteina si glutationul. Deci la
nivel molecular una din tintele preferate a SRO sunt gruparile -SH libere sau proteice. Unul
din mecanismele de protectie a grupelor -SH este interactiunea lor cu GSH si
glutationizarea compusului.

Reactiile tiol-disulfidice dependente de GSH se produc permanent in celule. Ele duc la
formarea si reducerea disulfizilor micsti, inclusiv la glutationizarea si deglutationizarea

proteinelor. Aceste procese sunt catalizate si dirijjate de mai multe enzime. Cea mai
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frecventa forma de S-tiolizare (formarea disulfidului mixt) este S-glutationizarea
proteinelor — aditionarea glutationului la grupele -SH ale resturilor de cisteina. Aceasta
reactie este catalizata de o retea complexa de tiol/disulfid oxidreductaze — enzime localizate
in reticulul endoplasmatic (RE). Numeroase proteine si enzime sunt subiecti ai
glutationizarii, cum ar fi actina, miozina, tropomiozina, vimentina, cofilina si profilina —
proteinele citoscheletului; HSP70, HSP60 — proteinele stresului; enzimele enolaza,
lactonaza, adenilatkinaza, fosfogliceratkinaza, triozofosfat izomeraza, pirofosfataza,
citocrom ¢ oxidaza si altele [94].

Glutaredoxinele/tioltransferazele (Grx/TT) — fac parte din marea familie a
oxidoreductazelor tioldisulfidice GSH-dependente, care catalizeaza reducerea disulfizilor
sau a disulfizilor micsti ai GSH. Grx folosesc GSH pentru reducerea disulfizilor in prezenta

NADPH si GR (sistema Grx).
Proteina-S-SG + Grx-SH — Proteina-SH + Grx-S-SG
Grx-S-SG + GSH — Grx-SH + GSSG
GSSG + 2 NDPH — 2 GSH + 2NADP*

Glutaredoxinele catalizeaza eficient reactiile de reducere (deglutationizare) a
proteinelor, ce exercitda potente efecte reglatoare subsecvente, (de exemplu, inhibarea de
catre Grx a reglarii proteinei NF-kB). Sistemele Grx si ale tioredoxinei exercitd actiune
protectoare in patologia cardio-vascularda si cataractd prin deglutationarea proteinelor
cardiace si cele ale cristalinului [94, 105].

In mentinerea statutului tiol-disulfidic in celulele mamiferelor sunt implicate 2
sisteme:

a. sistemul tioredoxinic constituit din tiredoxinreductaza/tioredoxina ( TrxR/TRX);
b. sistemul glutationic format din glutationreductaza/glutation (GR/GSH).

Sistemul tioredoxinic este deosebit de important pentru mentinerea homeostazici
redox celulare, datoriti capacitatii lui de a reduce formele disulfidice ale proteinelor. In
celulele mamiferelor se disting doua izoforme ale TRX:

1. TRX1 — localizata in citoplasma celulei, care poate fi translocata in nucleu sau/si
secretata din celule in anumite circumstante;

2. TRX2 - localizata in mitocondrii.
TRX si alte proteine din familia tioredoxinelor (glutaredoxinele, proteindisulfid

izomerazele etc.) catalizeaza reactii de schimb tiol-disulfidic, care sunt reactii de substitutie
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nucleofila, ce implica transferul electronilor de la TRX la proteinele-substrat cu participarea
radicalilor cisteinei din componenta sa (Figura 1.2). In rezultatul interactiunii dintre TRX si
proteina tintd se formeaza o legatura disulfidica in TRX, concomitent cu scidarea uneia in
proteind. TRX oxidata este redusa de tioredoxin reductaza, ce foloseste NADPH format in

ciclul pentozofosfatilor [164, 77].

SH _SH SH /SH
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Fig. 1.2. Mecanismul reactiilor catalizate de sistemul TRX/TrxR

In acest mod sistemul TRX/TrxR contribuie la mentinerea echilibrului dintre formele
redusa si oxidata a grupelor -SH proteice in conditii fiziologice si la minimalizarea efectelor
oxidante ale SRO asupra proteinelor si enzimelor in stresul oxidativ patologic.

Studiile recente au identificat si efectul reglator al TRX in stresul nitrozativ. Similar
SRO, formele reactive ale azotului pot genera compusi nitrozilati care pot deregla caile de
semnalizare celulare. Structural NO se ataseaza la radicalii tiolici producand S-nitrozilarea
compusului chimic. S-Nitrozilarea in conditii fiziologice este un important mecanism de
reglare a activitdtii proteinelor si enzimelor (similar fosforildrii), a translocarii si a
catabolismului proteinelor. Procesele de nitrozilare/denitrozilare sunt reglate fin, mentinand
astfel echilibrul dintre formele respective ale compusilor celulari. Sistemul TRX/TrxR este
pe larg implicat in reactiile de denitrozilare in tandem cu sistemul S-nitrozoglutation
reductazei. Dereglarile S-nitrozilarii sunt elemente determinante in patogenia diferitor
maladii, cum ar fi cancerul, maladiile cardiovasculare, bolile neurodegenerative [106, 164].

Tioredoxina (TRX) poate servi ca donator de electroni pentru ribonucleotid reductaza,
sulfoxid metionin reductaza, fiind, astfel, implicata in sinteza ADN-ului si proliferarea
celulara. Tioredoxin reductaza are o atributie importanta in mentinerea homeostaziei redox-
tiolice, fiind implicate individual sau impreuna cu TRX. S-a constatat ca TrxR si TRX sunt
superexpresate in mai multe celule tumorale agresive, in care proliferarea este extrem de

dependenta de aportul constant de deoxiribonucleotide. In consecinti, inhibarea sistemului
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thioredoxinic poate induce moartea programatda a celulelor — apoptoza, sau cresterea
sensibilitatii celulelor tumorale la medicamentele anticanceroase [164, 77].

Un alt sistem redox-tiolic care functioneaza in celule GR/GSH are un rol-cheie in
protejarea macromoleculelor celulare de deteriorarile cauzate de speciile reactive ale
oxigenului (SRO) si de compusii electrofilici.

Caracteristicile comune ale TrxR si GR sunt: ambele enzime fac parte din clasa
oxidoreductazelor, au aceeasi coenzima — NADPH, si au un rol cardinal in mentinerea
echilibrului tiol-disulfidic. Diferentele se limiteaza la specificitatea de substrat: GR reduce
doar glutationul oxidat si mentine intracelular nivelul optim de glutation redus — GSH.
Acesta inlatura compusii electrofilici spontan, dar §i prin mecanisme enzimatice, catalizate
de glutation-S-transferaza [50, 68, 83, 58, 164].

TrxR are un spectru larg de substraturi, variind de la molecule mici, cum ar fi
selenitul, hidroperoxizii lipidici, dehidroascorbatul, precum si proteine ca TRX, disulfid-
izomeraza sau tioredoxinperoxidaza etc. Cele mai multe dintre aceste substraturi sunt
implicate in reglarea homeostazei redox tiolice celulare. In plus, sistemul tioredoxinic
participa in mai multe faze de semnalizare celulara, fiind implicat in controlul activitatii
factorilor de transcriptie care contin sisteme critice in domeniile lor de legare cu ADN, de
exemplu NF-kB, activatorul proteinei-1, proteina p53 si receptorul glucocorticoizilor. TRX
redusa poate lega si inactiva kinaza-1, ce regleaza apoptoza, iar oxidarea TRX conduce la
reactivarea acestei kinaze si inducerea apoptozei dependente de kinaza-1 [164, 58].

Starea de sanatate si cea de boald frecvent se deosebesc prin mentinerea sau
dezechilibrul homeostazici oxdo-reducitoare, patogenia a numeroase maladii fiind
caracterizata prin amplificarea exageratd a proceselor oxidative. Totodata, functionarea
optima a celulelor este influentatd major de procesele oxido-reducatoare. Reglajul fin al
cailor metabolice si/sau a cdilor de transductie a semnalelor implica ades compusi oxido-
reducatori cu functii de comutatoare moleculare si metaboliti redox activi, cum ar fi, oxidul
de azot, peroxidul de hidrogen etc. Mentinerea nivelului fizilogic al proceselor si
metabolitilor oxido-reducatori este o imperativda a homeostaziei metabolice. Un rol major in
asigurarea homeostaziei oxido-reducatoare ii revine glutationului si altor tioli, precum si
enzimelor ce asigura metabolismul lor. Studiile sistemului glutationic si tiol-disulfidic in
conditii normale si patologie, inclusiv cea hepatica, este cruciadd pentru intelegerea
mecanismelor moleculare de afectare celulara si tisulard si elaborarea metodelor de

preventie si corectie a dezechilibrelor.
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1.2. Mecanismele moleculare ale fibrogenezei hepatice

Consecinta majoritatii afectiunilor hepatice survenite Tn urma unor agresiuni cronice
provocate de diversi agenti (virali, toxici, imunologici, metabolici) este fibroza —
depozitarea in exces a tesutului conjunctiv fibros, care substituie elementele parenchimale
necrotizate (Figura 1.3) [61, 218].

Aspectele morfologice [127, 103, 129, 171, 133] ale fibrogenezei in bolile ficatului, in
special ciroza, sunt bine studiate, insa mecanismele moleculare patogenice ale fibrozei
hepatice raman pana la momentul actual putin elucidate.

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, a
deficientelor circulatiei sangvine (inclusiv in urma hipoxiei), sau/si sub influenta produselor
metabolismului dereglat. In cele din urma, este afectat autoreglarea tesutului conjunctiv si
sinteza compusilor matricei extracelulare incepe sa prevaleze asupra catabolismului sau,
fapt ce asigura progresarea ulterioara a fibrozei. Desi fibroza din fiecare afectiune hepatica
cronica poate avea caractere distincte, componentele matricei extracelulare depuse in exces
sunt aceleasi [61, 129, 133, 66].

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, colestatica, steatozi etc.). In ficatul fibrotic ele suferd o
transformare in celule asemanatoare cu miofibroblastele. In cazul afectirii toxice a ficatului
(de ex. cu CCl4) celulele stelate hepatice (CHS) sunt sursa primara de miofibroblaste, pe
cand 1n fazele incipiente ale maladiilor colestatice — fibroblastele portale, iar in cele tardive
rolul decisiv apartine acelorasi CHS. Miofibroblastele formate sunt responsabile pentru
sinteza sporitd si acumularea de colagen (mai ales de tip I, III si IV), elastina, proteoglicani,
fibronectina, laminind, precum si pentru procesul de capilarizare a sinusoidelor. [129, 102,
98, 162].

Celulele hepatice stelate sunt de obicei celule latente, dar, ca consecinta a afectarii
hepatice, ele se supun unui proces de activare prin care devin Inalt proliferative si
sintetizeazd matricea fibroasd bogata in colagen de tip I. Desi mecanismele exacte
responsabile pentru activarea CHS raman neelucidate, se considera ca procesul include o
retea de evenimente intracelulare ce afecteazd reglarea transcriptiei, translatiei,

modificarilor post-traducere, precum si modificari epigenetice. Totodata, datele noi privind
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mecanismele moleculare responsabile pentru producerea proteinelor MEC si proliferarea
celulelor stelate atesta caracterul de cerc vicios al procesului.

Este cert rolul SRO 1n activarea CHS si progresia fibrozei hepatice. SRO sunt produse
in afectiunea hepatica de hepatocite, macrofage, colangiocite, celule inflamatoare si de CHS
activate, ca raspuns la actiunea stimulatoare a mai multor factori, inclusiv a celor
profibrotici (PDGF, TGF-p, leptina, angiotensina II).

Radicalii liberi ai oxigenului (RLO) detin functii importante 1n mentinerea
homeostaziei organismului si in procesele reglatorii. Este certd implicarea acestora in
apoptoza, inducerea genelor responsabile de protectia imunologica, participarea la
degradarea compusilor fagocitati, recrutarea leucocitelor catre situsurile inflamatiei,
activarea sistemelor de transport ionic, reinnoirea membranelor biologice, activitatea in
calitate de mesageri secundari etc. Chiar si in concentratii reduse SRO, actionand ca
mesageri secunzi, intervin in traducerea semnalelor moleculelor extracelulare ce
controleaza expresia genicd (de ex. Mn-SOD, catalaza, GR, glutaredoxina etc.). Ca regula
in acest mecanism sunt impicate MAPK si factorii transcriptiei AP-1, ATF si NF-kB. [160,
74, 168, 137, 93].

Existd mai multe mecanisme de declansare a apoptozei, cum ar fi prin activarea
anumitor liganzi (TGF-p, Fas, TNF-a/D-Gal, TNF-o/actinomicina D), prin hiperproducerea
superoxidanion radicalului si a peroxidului de hidrogen de catre monocitele si neutrofilele
migrate in focarur de afectare hepatica, sau/si amplificarea generarii speciilor reactive de
oxigen si azot nemijlocit In hepatocite sub actiunea acizilor biliari, ischemiei, noxelor
hepatotoxice [89, 123, 145, 160, 168].

Scindarea particulelor fagocitate (microorganisme, structuri macromoleculare,
reziduuri ale degradarii tisulare etc.) implica obligator producerea de catre celulele
fagocitante a SRO, in special al superoxid anion radicalului, peroxidului de hidrogen,
acidului hipocloric etc., care sunt eliberate in fagosoma concomitent cu enzimele specifice.
Cea mai rapida cale de a cataboliza substratele in fagosoma este activarea NADPH oxidazei
si mieloperoxidazei, care declanseazi producerea SRO mentionate anterior. In pofida
faptului ca in studii izolate compusii raspunsului fagocitant manifesta actiune specificd, in
mediul fagosomei datorita interactiunilor complexe si multiple intre oxidanti, proteine,
enzime si alte produse secundare are loc distrugerea cooperativa a particulei fagocitate

[195].

30



De asemenea, RL sunt responsabili de afectarea organelor si tesuturilor la nivel celular
si molecular in numeroase maladii si stari patologice, inclusiv in bolile hepatice (hepatite
acute si cronice, ciroza) [143, 70, 96, 190]. Astfel, in hepatita viralda C acutd expresia
proteinelor HVC in ceulele hepatice declanseaza producerea in exces a SRO prin activarea
mai multor cdi de semnalizare (MAPK, NF-kB si calciu). Sinteza proteinelor virale
determina 1n reticulul endoplasmatic un raspuns cauzat de proteinele ce nu au fost supuse
foldingului, asociat cu eliminarea calciului din reticul in citoplasma. Excesul de calciu este
captat de mitocondrii si in rezultat se amplifica producerea SRO, nivelul carora depaseste
capacitatea de protectie antioxidanti a celulei activati cu scopul de supravietuire. In
formele cronice ale maladiei, suplimentar la mecanismele specifice formei acute a hepatitei
virale C de generare a RL, se activeaza producerea oxidului nitric prin marirea expresiei
nitric oxid sintazei inductibile (iNOS), determinatd de mecanismul c-Jun si se declanseaza
stresul nitrozativ. De asemenea, forma cronica a hepatitei virale C se caracterizeaza prin
cresterea semnificativa a oxidarii peroxidice a lipidelor si acumularea produselor OPL
(DAM).

Mai multe studii in vitro si in vivo sugereaza ca stresul oxidativ si sindromul de
peroxidare asociat lui, provoaca dereglari care determina evolutia negativa a afectiunilor
hepatice cronice spre fibroza. Dezvoltarea afectiunilor hepatice cronice este asociata cu
acumularea compusilor carbonilici, 4-hidroxinonenalului s1 dialdehidei malonice (DAM) in
ficat, precum si de aducti fluorescenti formati de DAM si proteinele serice in sange. Acest
fenomen, insotit de o crestere a numarului de celule stelate, sugereaza ca peroxidarea
lipidica poate contribui la stimularea sintezei de colagen si de proliferare a CHS [203, 211,
222].

SRO, prin interventia in anumite cai de semnalizare, intervin in reglarea transcriiei,
diferentierii, proliferarii, transformarii canceroase a celulelor si in activarea mortii
programate a celulei — apoptozei, astfel fiind implicate in mecanismele dezvoltarii fibrozei
hepatice de diferitd geneza (alcoolica, HVC, biliara etc.). SRO pot direct stimula sinteza
colagenului tip I sau functiona ca mediatori intracelulari ai fibrogenezei induse de TGF-p.
In ficat existd mai multe surse de SRO — lantul respirator, familia cit. P450, peroxizomii,
xantinoxidaza si NADPH oxidazele. Datele de ultima ora atesta ca producerea SRO de catre
NADPH oxidaze detine rolul crucial in activrea celulelor stelate hepatice si dezvoltare

fibrozei hepatice [203, 211, 222].
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Prin intermediul unor cai de transductie a semnalelor (JNK si NFkB), SRO induc
expresia genelor asociate fibrozei, inclusiv a COL1Al, COL1A2, MCP1 si TIMPI,
producand sinteza excesivda MEC. SRO induc si eliberarea de catre macrofagele rezidente a
mai multor citokine pro-inflamatoare (TNFa, IL-1fB, IL-6) si factori profibrotici (TGFp),
precum si intervin n procesul de activare a GHS prin intermediul receptorilor Toll (TLR4).
Activarea TLR4 determind inactivarea inhibitorului atasat de membrand a activinei
(BAMBI), ce promoveaza si mai mult activarea CHS mediata de TGFp [61, 66, 98, 99, 129].

CHS activate devin receptive atat la citokinele proliferative (factorul de crestere
derivat din trombocite — PDGF), cat si la cele fibrogenice (factorul de crestere
transformator-beta — TGF-beta). Unele citokine, cu functii distincte de cele de reglare a
integritatiic MEC, de asemenea sunt implicate pe larg in mecanismele de fibrogeneza.
Compusii vasodilatatori (NO, relaxina) exercitd actiune antifibrotica, pe cand
vasoconstrictorii (noradrenalina, angiotensina Il, endotelina-1) — profibrotica, rolul
primordial in fibrogeneza apartindnd angiotensinei I [61, 66, 98].

Citokinele activeaza kinazele cascadelor de semnalizare: proteinkinaza mitogen-
activata (MAPK) de semnalizare, care implica P38, si kinaza de adeziune focala —
fosfatidil-inozitol 3-kinaza-Akt-P70S6 (FAK-PI13-K-Akt-P70) [218, 140]. Celulele Ito,
suferind procese de activare si transformare, produc un patern distinct al compusilor MEC
[129, 102, 98, 162].

Sinteza colagenului de catre CHS este reglatd dublu: atat la nivel de transcriptie prin
amplificarea expresiei genelor care codifica catenele polipeptidice ale colagenului de tip |
(COL1A1, COL1A2), cat si la cel postranscriptional prin cresterea stabilitdtii ARNm
specific. Reglarea posttranslationald a sintezei colagenului de tip I in aceste conditii este
determinatd de secventa netranslata la capatul 3’ al ARNm respectiv, prin intermediul
proteinei ARN-fixatoare aCP2, precum si de structura specifica — ,,stem-loop”, a capatului
5" al ARNm. Ultimul fenomen exacerbeaza sinteza excesiva a colagenului de tip I de catre
CHS activate [61, 66, 98, 99, 129].

Reversibilitatea procesului fibrotic este tot mai frecvent luata in calcul in studiile
stiintifice, dat fiind faptul ca in trialurile medicamentelor antivirale s-a stabilit clar aceasta
posibilitate la om. Studiile experimentale pe animale au identificat ca tintd majora a

terapiilor antifibrotice CHS.
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S-au relevat mai multe mecanisme posibile a efectelor de regresie a fibrozei: a)
inducerea apoptozei CHS (gliotoxina) si b) 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. Totodatd, CHS revenite la starea initiald, sunt mai
susceptibile de a se transforma 1n miofibroblaste la o stimulare profibrotica repetata, ce
atestd ca persoanele cu afectare hepaticd antecedentd sunt mai sensibile la actiunea
factorilor ce promoveaza procesele de fibroza. Influenta majora asupra regresiei fibrozei o
are durata procesului patologic, in fazele tardive (cca 30 ani) procesul fiind putin verosimil
dat fiind formarea a numeroase cross-link-uri intre moleculele de colagen cu cresterea
stabilitatii si rezistentei lor, marirea cantitatii de elastind in matricea extracelulara, sporirea
densitatii MEC, diminuarea activitdtii si/sau expresiei enzimelor si micsorarea numarului de
celule [129, 218].

Influentele stimulatoare continue asupra tesutului conjunctiv la bolnavii cu hepatita
cronica si ciroza hepatica duce la progresarea permanentd a maladiei si conditfioneaza
eficacitatea redusd a majoritatii metodelor curative aplicate in prezent. Prin urmare, se
considera ca prin studierea mecanismelor moleculare responsabile pentru proliferarea CHS
si producerea in exces a proteinelor matricei extracelulare (MEC), vor fi identificate noi
tinte terapeutice pentru preventia si tratamentul fibrozei hepatice [98, 103, 27].

Actiunea antifibrotica a numerosi compusi a fost demonstrata in ultimii ani in vitro (pe
culturi celulare) si pe modele experimentale pe animale de laborator. Unele substante, ce si-au
dovedit eficacitatea si inofensivitatea, au avansat in studii efectuate pe pacienti (trialuri
clinice stadiul I). Totusi, nici un preparat testat la momentul actual nu a fost validat si nu
atins stadiul de medicament produs la scard industriala si comercializat. Cauza majord a
dificultatii transpunerii rezultatelor studiilor experimentale in testarile clinice constd in
complexitatea mecanismelor patogenice ale dezvoltarii fibrozei hepatice, ce includ
numeroase interactiuni intre celule, mediatori, compusi ai matricei extracelulare si
mecanismele intracelulare de semnalizare relevante pentru acest proces [218].

In acest aspect, majoritatea studiilor sunt mono-directionate, deci, vizeaza rolul unui
compus, a unei celule, a unui receptor, a unei cai de semnalizare sau metabolice etc. si nu
1au In considerare multitudinea de interactiuni ce stau la baza procesului de fibroza

hepatica.
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Analizand publicatiile de specialitate in domeniul vizat, putem conchide ca
modificarile metabolismului in ficat in fibroza sunt complexe si putin cunoscute pana in
prezent. Nu se cunoaste exact care ar fi gradul de angajare a diferitor elemente celulare din
ficat in procesul fibrotic, precum si rolul GSH si a enzimelor sale in ficatul cirozat. Sunt
insuficiente studiile ce relevd conexiunea dintre sistemul glutationic si tiol-disulfidic in
patogenia fibrozei hepatice. O intelegere cat mai precisa a esentei acestui proces e necesara

pentru a dezvolta cai de a-l dirija activ.

1.3. Aplicarea medicala a compusilor biologic activi

Combinatiile complexe

Interdisciplinaritatea stiintei moderne a determinat aparitia si dezvoltarea unui nou
capitol al chimiei — chimia combinatiilor complexe, care este la interfata chimiei anorganice
si celei organice. Actualmente, datoritd studiilor extinse si transferului tehnologic,
combinatiile complexe 1si regasesc locul lor in cele mai diverse domenii ale economiei
mondial: industria chimica si a polimerilor, industria electronica, biotehnologia, industria
bio-farmaceutica, medicina, vetirinaria, agricultura — domenii ce sunt dependente de aceste
combinatii complexe [28, 192, 198, 200].

Din momentul sintezei primelor ,,metalo-imine” de catre chimistul italian Hugo
Schiff, a fost sintetizatd o varietate mare de produse ale condensarii iminelor si aldehidelor
sau cetonelor de tipul RCH=NR’ (R si R’ sunt substituenti alchil sau aril). Compusii sunt
cunoscuti si ca baze Schiff si au numeroase aplicari in cercetare, cum ar fi sinteza unor
heterocicluri noi, identificarea, detectarea si analiza aldehidelor sau cetonelor, purificarea
compusilor carbonilici sau aminati sau protejarea acestor grupe functionale in procesul unor
sinteze complexe [180]. Bazele Schiff au aplicatii si in alte domenii — chimia coordinativa
[148, 224, 170], chimia analitica [62, 114, 86, 157, 72, 210], industria pigmentilor,
vopselelor si a polimerilor [158.]. Compusii de acest tip se aplicd pe larg in agricultura in
calitate de fungicide, pesticide si bactericide [209].

Bazele Schiff si complexele lor au constituit obiectul si a studiilor biomedicale, care
au evidentiat potentialul lor in calitate de preparate medicamentoase. Atat bazele Schiff, cat
si complexele lor sunt cunoscute pentru activitatea antimicrobiand, antifungica si antivirala.
Studiile de ultima ora au identificat cd complexele Cu(Il) manifestd activitate antibacteriana
semnificativa fata de Staphylococcus aureus (Wood-46, Smith, 209-P), Staphylococcus

saprophyticus, Streptococcus (group A), Enterococcus faecalis (Gram-positive),
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Escherichia coli (O-111), Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis, Klebsiella
pneumoniaie, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris si Proteus mirabilis. Compusii
nominalizati exercitd actiunea antibacteriana si antifungicad la concentratii de 0,03-4000
pg/mL, care sunt semnificativ mai mici comparativ cu concentratiile antisepticilor clasici.
De asemenea, compusii coordinativi ai cuprului manifesta o activitate de 2-260 ori mai
potenta asupra Staphylococcus si Streptococcus compartiv cu furacilina [174].

Pahontu E., Gulea A. si coaut. au sintetizat si studiat un sir de conpusi complecsi de
tip baze Schiff care posedd proprietati biologice active. Cercetdarile CBA autohtoni au
relevat activitatea lor antifungica. S-au evidentiat faptul ca compusii Cu(Il) exercita actiune
antifungica selectiva asupra Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Candida albicans si
Penicillium la concentratii in limite largi — de la 9,3 pana la 600 pg/mL. Influenta
compusilor cercetati a fost semnificativ mai potentd decat a preparatului antifungic de
referintd — nistatina. Totodata, aceste CBA au manifestat o toxicitate redusa, fiind estimata
la 1,42-4,25 mg/kg (LD50), ceea ce este de 8,6-25,5 ori mai mica comparativ cu toxicitatea
furacilinei (LD50=166,7 mg/kg) [174].

Lucrarile de ultima ora au relevat ca unii compusi de acest gen pot exercita si actiune
antiparazitard (nematicidd) moderatd. Astfel, unele complexe ale Ni(Il) si Zn(Il) in
concentratie de 250 ug/mL distrug cca 47-51% din ouadle parazitului Meloidogyne incognita
dupa o expunere de 48 ore [176].

Cercetarile moderne au atestat posibilitatea utilizarii bazelor Sciff sintetice in calitate
de agenti terapeutici In mai multe maladii neinfectioase. Astfel, s-a stabilit actiunea
benefica a compusilor de tip baza Schiff in diabetul zaharat experimental si chiar la
pacienti. Studiile efectuate de Vanco J. si colab. (2004), Starha P. si colab. (2009) si
Sakurai H. (2012) au stabilit in studii experimentale ca complexul mononuclear Cu-
picolinat diminueazd glicemia in diabetul indus de streptozotocind, complexele dinuclare
ale Cu(Il) cu derivatii 6-(benzilamino) purinei exercita efecte protectoare la tratamentul
preventiv in diabetul aloxanic, iar complexele Cu(Il) derivate ale salicilaldehidei si a-/3-
alaninei sau tioureei actioneaza ca potenti compusi antiradicalici in diabetul aloxanic
manifest [201, 219, 212]. Potentialul antidiabetic, manifestat prin cresterea insulinemiei, al
bis(etilmaltolato)oxidovanadiului(IV) (BEOV) a dezvaluit rezultate incurajatoare in faza a
I1-a de testare clinica [193].

Sakurai H. (2012) a constatat imbunatatirea functiei cardiovasculare la animale de

catre complexele Cu-aspirinat datoritd capacitatii acestuia de a capta speciile reactive de
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oxigen [201]. Tratamentul preventiv al animalelor experimentale cu complexul
bis(maltolato)-oxidovanadiului (BMOV) limiteaza zona necrozei cardiace in functie de
doza administrata si micsoreaza leziunile de reperfuzie [146].

Complexele metalice de diferita naturda au demonstrat potential terapeutic si in
maladiile neurologice, evidentiandu-se prin faptul ca sunt mai putin toxice si adesea mai
eficace comparativ cu cele utilizate actualmente.

Astfel, complexele vanadiului poseda capacititi neuroprotectoare, spre exemplu in
leziunile coloanei cervicale (trauma spinald) [221]. Studiul a 27 compusi noi de tip 1-(4-
fenilpiperazin-1-il)- sau 1-(morfolin-4-il)-(2,5-dioxopirolidin-1-il)propanamida si (2,5-
dioxo-pirolidin-1-il)butanamida a relevat un potential anticonvulsiv important in mai multe
modele experimentale de convulsii, cum ar fi testul maxim de electrosoc, testul subcutanat
cu pentilentetrazol si modelul 6 Hz al convulsiilor limbice farmacorezistente. Comparativ
cu preparatele antiepileltice relevante (etosuximida, lacosamida sau acidul valproic), 11 din
compusii studiati sunt mai putin toxici [118].

Complexele L-PtCI(2) (unde L=1,10-derivatele fenantrolinei) sunt capabile de a se
fixa la peptidele B-amiloidului si a inhiba toxicitatea sinaptica provocata de ele in sectiunile
hipocampului soarecilor cu maladia Alzheimer. Atasarea compusilor coordinativi la
peptidele B-amiloidului determind modificarea proprietatilor lor si inhiba formarea
amiloidului si generarea speciilor reactive de oxigen in celulele creierului [60].

Dat fiind incidenta, prevalenta si mortalitatea semnificative prin cancer, deosebit
interes prezintd potetialul antitumoral identificat la mai multi compusi de tip baze Schiff,
inclusiv la unii sintetizati de savantii autohtoni (Gulea A. si colab.). Studiile in vitro au
evidentiat activitatea anticancerigena selectiva a CBA.

Astfel, cercetarea activitatii antiproliferative a 10 baze Schiff (H2L1-H2L10) pe
cultura de celule ale leucemiei umane (HL-60) in trei concentratii (0,1, 1,0 si 10 pumol/L) a
relevat ca la concentratia de 10 pumol/L H2L8 (saliciliden-4-feniltiosemicarbazona), H2L9
(5-Br-saliciliden-4-feniltiosemi-carbazona) si H2L1 (5-NO2-saliciliden-4-feniltiosemi-
carbazona) inhiba proliferarea celulelor cu respectiv 90, 75 si 70%. Actiune
antiproliferativa exercitd si complecsii bazelor Schiff cu ionii de Cu(ll), dar semnificativ
mai potenta si selectiva in functie de structura compusului. Bazele Schiff sunt utilizate ca
complexe, care ajung in contact cu membrana celulard prin intermediul componentei

organice a complexului, ligandul de tip baza Schiff [49, 26].
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Aceste rezultate au fost confirmate de studiile Gaber M. si coaut. (2015) care au
evaluat actiunea (1H-1,2,4-triazole-3-ilimino)metil]lnaftalen-2-olului si a complexelor
compusului cu Ni(ll), Pd(Il) and Pt(Il) asupra culturii celulare de carcinom hepatic
(HEPG2). S-a stabilit ca actiunea antitumorald a ligandului o depaseste pe cea a
complexului sdu cu metalele cercetate [91].

Un sir de complexe metox- si fluor-substituite ale [salofene]platinei(ll) (salofen=N,N'-
bis(saliciliden)-1,2-fenilendiamina) poseda actiune antiproliferativa semnificativa (IC50<2 uM).
Compusii coordinativi ai Pt actioneazd ca remedii anticanceroase, care nici nu se ataseaza la
ADN, nici nu se intercaleaza intre catenele lui spre deosebore de numeroase medicamente
antitumorale utilizate actualmente in tratamentul cancerului de diferitd geneza si forma [184].

Compusii vanadiului au fost studiati in ultimii ani in calitate de o noua clasa a
preparatelor anticanceroase derivate ale metalelor nonplatinidice cu toxicitate joasa. Studiul
mecanismelor de actiune a complexelor oxizilor de vanadiu (IV) cu flavonoizii — silibinin
Naz[ VO(silibinin)2]-6H20(VOsil) si chrisin [VO(chrysin)2EtOH]2 (VOchrys) a relevat ca
ei inhiba viabilitatea celulelor adenocarcinomului de colon, in functie de doza, mai eficient
comparativ cu formele libere ale vanadiului sau ligandului. De asemenea, complexele
studiate inhibau topoizimeraza IB, stopau ciclul celular in stadiul G2/M si induceau
apoptoza prin intermediul caspazei 3 [142].

Nair R.S. si colab. au identificat potentialul anticanceros al complexelor vanadiului cu
nicotinoilhidrazona ce exercita in vitro actiune antineoplazica asupra unui sir de forme de
cancer cum ar fi cancerul de col uterin infectat cu Human papilloma virus, cancerul
testicular, cancerul de colon si carcinomul hepatocelular [166]. Rezultatele Nair. R.S. sunt
de un interes deosebit deoarece este inconstestabila legatura directd dintre infectia cu
Human papilloma virus si dezvoltarea cancerului de col uterin.

Este posibil cd efectele mentionate anterior sunt determinate de actiunea antiradicalica
si antioxidantd a bazelor Schiff si a complexelor lor cu metalele, fapt stabilit de mai multi
autori. Savantii au constatat ca compusii complecsi ai metalelor (Cu(Il), Cd(l1), Ni(ll),
Co(Il), Hg(Il) si Zn(Il)) in diferite concentratii manifestd capacitatea de a neutraliza
radicali. Experientele in vitro au relevat capacitatea acestor substante de a neutraliza
radicalul 1,1-difenil-2-picril-hidrazilului, utilizat pe larg pentru stabilirea capacitatii
antiradicalice a diferitor substante naturale si sintetice [219, 186, 207].

De asemenea, a fost identificatd actiunea antioxidantd a complexelor metalice ale

bazelor Schiff. Studiile lui Starha P. si coaut. (2009) au evidentiat ca o serie de complexe
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binucleare ale Cu(Il) in baza derivatilor 6-(benzilamino)purinei manifesta o actiune similara
SOD, dar mai puternica comparativ cu Cu, Zn-SOD nativa de bovina [212]. Studiul actiunii
antioxidate a 5,10-dihidroindeno[1,2-b]indolilor (3a-t) cu substituenti metoxi, hidroxil si
halogenati (F, ClI si Br) in comparatie cu cel al butilhidroxitoluenei, butilathidroxianizolei,
alfa-tocoferolului si troloxului a relevat un potential semnificativ de captare a radicalilor
1,1-difenil-2-picril-hidrazilului, a acidului 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sufonic)m
N,N-dimetil-p-fenilendiamin dihidrocloric si a superoxidanion radicalului, capacitatea de a
mentine echilibrul sistemelor redox Fe3*/Fe?* si Cu?*/Cu*, precum si activitatea de chelatare
a ionilor Fe?*, care pot induce stresul oxidativ prin reactia Fenton si promova ulterior
reactiile de generarea in lant a radicalilor, precum si a induce si propaga procesele de
peroxidare a lipidelor, in special a acizilor grasi polienici [213].

Rezultate similare au relatat Rakesh K.P. si coaut. (2015), sintetizind un sir de
compusi de tip baze Schiff derivati din qinazolinona. Studiul comparativ al activitatii lor
antioxidante cu cea a acidului ascorbic, acidului galic, butilhidroxitoluenei si
butilathidroxianizolei in baza captarii radicalilor 1,1-difenil-2-picril-hidrazilului, acidului
2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sufonic) si N,N-dimetil-p-fenilendiamindihidro-cloridu-
lui a evidentiat ca 7 din compusii cercetati sunt antioxidanti mai potenti comparativ cu
standardele luate in studiu [189].

Unele studii au identificat cd compusii sintetici de tip baze Schiff manifestd actiune
antiinflamatoare. Astfel, un sir de compusi complecsi ai aurului cu formula generala
[Au(HL1-5)C13]'nH20O sintetizati de Kiikavova R. si coaut. (2014) au manifestat in vivo
actiune antiinflamatoare semnificativd, comparabild sau mai potentd comparativ cu cea a
unor preparate medicamentoase antiinflamatoare din diferite grupe utilizate la moment —
indometacinei si a uranofinului (medicament ce contine aur).

Bazele Schiff derivate ale ginozolinonei obtinute de Rakesh K.P. si coaut. (2015) au
demonstrat actiune antiinflamatoare de la moderata pana la excelenta (valori ale IC50 intre
52 si 84 umol/mL) in comparatie cu acidul acetilsalicilic (IC50 = 166 umol/mL), care a fost
stabilita prin testarea pe eritrocite umane conform metodei descrise de Shinde U.A. (1999)
[189].

Rezultatele prezentate de Radwan M.A. si coaut. (2007) si Kajal A. si coaut. (2014)
remarca activitatea antiinflamatoare in vivo a hidrazonelor. Astfel, un sir de benzotiazin N-

acilhidrazone exercita actiune antiinflamatoare mai buna comparativ cu piroxicamul, iar
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compusii 6-substituit-3(2H)-piridazinon-2-acetil-2(p-substituit/ non-substituit benzal-hidra-
zina sunt mai activi ca indometacina [115].

De asemenea, compusii coordinativi au capacitatea de a inhiba activitatea fermentilor
prin diverse mecanisme de inhibitie enzimatica. Potenti inhibitori ai B-tripsinei bovine sunt
chelatii cuprului (II) si fierului (IIT) cu variati aminoacizi, 4-formil-3-hidroxibenzamidina
sau 3-formil-4-hidroxibenzamidina de tip baze Schiff. Studiul actiunii bazelor Schiff asupra
compusilor tripsin-specifici sunt de o valoare clinicd deosebitd, deoarece enzime importante
cum ar fi enzimele coagularii, kallikreina si urokinaza poseda specificitate similara cu cea a
tripsinei, ce ar permite modularea activitatii lor si a intensititii proceselor in care sunt
implicate [109, 110].

Fenoxiacethidrazidele de tip baze Schiff sintetizate de Jamil W. si colaboratorii (nr.
28) au demonstrat actiune inhibitoare promitatoare fatd de B-glucuronidaza, care a fost mai
mare comparativ cu standardul (1,4-lactona acidului D-sacharic, IC50 = 48,4 + 1,25 pmol)
[111].

Un sir de baze Schiff noi, obtinute din sulfanilamide, 3-fluorosulfanilamide sau 4-(2-
aminoetil)-benzensulfonamide si aldehide aromatice heterociclice, sunt inhibitori a patru
izoforme biologic relevante ale anhidrazei carbonice (EC 4.2.1.1) — anhidrazele carbonice
citozolice I si II si anhidrazele carbonice transmembrane IX si XII. Luand in considerare ca
anhidrazele carbonice IX si XII sunt asociate tumorilor, compusii capabili de a inhiba
aceste enzime au un potential antitumoral semnificativ. Totodata, mecanismul de actiune al
substantei fiind diferit, aceste baze Schiff oferda posibilitatea elaborarii unor scheme de
tratament combinat, potential mai eficace comparativ cu cel existent [204].

Numerosi CBA autohtoni de tip baze Schiff noi, combinatiile lor cu metale 3d, au fost
sintetizati la Catedra chimie anorganica a USM sub conducerea academicianului Gulea
Aurelian, dr. hab. st. chim., prof. univ. In cadrul studiului asupra acestor compusi s-a
evidentiat ca ei manifesta actiune antimicrobiand si antifungica polivalenta. In vitro in
culturi ele exercita si actiune citotoxica fatd de celule canceroase. Cercetarile de ultima ora
a unor dintre compusii sintetizati de aceasta echipa au constatat actiuni metabolice diverse,
cum ar fi — modularea activitatii enzimatice, reglarea sintezei proteinelor, optimizarea
proceselor de oxidare prin diminuarea potentialului oxidant si cresterea celui antioxidant
etc. [173, 172,174, 199, 198, 27, 39, 40].

Studiile compusilor coordinativi sintetizati de echipa academicianului Aurelian Gulea

au relevat ca ligandul liber (fara metal), precum si complexele cu variate metale (Cu(ll),
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Ni(ll), Zn(11), V(1V), Pd(II), Pt(Il) etc.) exercita un spectru larg de actiune antimicrobiana si
antifungica (Staphylococcus aureus (Wood-46, Smith, 209-P), Staphylococcus
saprophyticus, Streptococcus (tipul A), Enterococcus faecalis (Gram-pozitiv), Escherichia
coli (0O-111), Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis, Klebsiella pneumoniaie,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris si Proteus mirabilis (Gram-negativ),
Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Penicillium) si citotoxica (linia
celulara de tipul NCI-H1573 de adenocarcinom pulmonar, SKBR-3 si MCF-7 de cancer
mamar, A375 de melanom, HL-60 de leucemie promieloblasticd). Efectele sunt in functie
de tipul compusului (ligand liber sau in complex cu metalul) si a metalului din componenta
lui [25, 26].

Compusii coordinativi ai cuprului (CMT-28, CMT-67) a relevat actiune modulatoare
asupra proceselor metabolice in tesutul osos al animalelor de laborator in functie de etapa
ontogeneticd de dezvoltare si stare (fiziologica, osteoporoza primard si secundard),
influentand semnificativ nivelul proteinelor, a compusilor glucidici si lipidici ai matricei
extracelulare, activitatea enzimatica si compozitia minerala a tesutului [39, 41].

Remediile cianobacteriene

Spirulina platensis este o microalga filamentoasa cu filamente spiralate ce apartine
clasei cianobacteriilor cu capacitate de fotosinteza.

Studiile initiale ale Spirulinei s-au axat pe valoarea ei nutritionald, dat fiind utilizarea
el in alimentatie in unele zone ale globului pe parcursul a sute de ani. Circa 400 de ani in
urma Spirulina platensis era un produs consumat cu regularitate de catre popoarele Maia,
Toltec si Kanembu in perioada civilizatiei Aztece, precum si de locuitorii Africii Centrale,
fiind culeasa din lacurile Texcoco din Mexic si Kossorom din Chad [79, 48].

Valoarea nutritiva a Spirulinei este determinata de continutul foarte mare de proteine
(60-70% din masa uscatd), vitamine, substante minerale, acizi grasi indispensabili si alti
nutrienti [220]. Importanta alimentara a Spirulinei a fost confirmata prin organizarea in anii
70 ai sec. XX a IIMSAM, Institutiei interguvernamentale pentru utilizarea Spirulinei in
combaterea malnutritiei (Intergovernmental Institution for the use of Micro-algae Spirulina
platensis Against Malnutrition), ce promova consumul Spirulinei ca un aliment cu valoare
nutritiva ridicata in lupta contra foametei si malnutritiei pe glob [100]. De asemenea,
NASA (National Aeronautics and Space Administration) si ESA (European Space Agency)
au inclus Spirulina platensis in ratia alimentara a cosmonautilor ce realizau zboruri cosmice

de lunga durata.
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La finele sec. XX, in baza a numeroase studii, au fost elaborate nutraceutice
(nutraceuticals — derivat al cuvintelor ,,nutrition” si ,, pharmaceutical” — alimente ce contin
aditivi favorabili sanatatii si care au beneficii medicinale) in baza de Spirulina pentru
prevenirea sau managementul diferitor boli. S-a stabilit ca consumul suplimentelor
alimentare din Spirulina contribuia la:

a. normalizarea metabolismului lipidelor, in special a colesterolului, prin preventia
hipercolesterolemiei si diminuarea nivelului crescut de colesterol,

b. cresterea rezistentei organismului fatd de procesele inflamatorii, infectiile virale si
actiunea unor toxine,

C. diminuarea riscului dezvoltarii maladiilor alergice, cardiovasculare, a diabetului,
sindromului metabolic si a altor maladii metabolice, precum si a evolutiei nefavorabile
prin dezvoltarea complicatiilor [122, 119, 134].

In ultimele decenii, compusii biologic activi obtinuti din cianobacterii, sunt pe larg
aplicati in fitotehnie, zootehnie si medicind. Cercetarea efectelor curative ale
biopreparatelor de origine cianobacteriand, stabilirea mecanismelor actiunii lor preventive,
utilizarii lor specifice in diverse patologii acute si cronice a constituit obiectivul mai multor
studii de ultima ora [13, 36, 37].

Au fost identificate si relatate efectele benefice ale utilizarii Spirulinei in maladiile
cardiovasculare si hepatice, care se bazeaza pe proprietitile hipolipidemiante, antioxidante
si antiinflamatoare ale remediilor din aceastd cianobacterie.

Actiunea hipolipidemianta a Spirulinei a fost studiatd in diverse modele experimentale
pe animale de laborator (soareci, sobolani, hamsteri si iepuri), fiind constatata capacitatea
de a reduce valorile crescute ale colesterolului total, LDL-colesterolului, VLDL-
colesterolului si a fosfolipidelor si de a mari nivelul HDL-colesterolului in plasma
sangvind. Mai mult decat atat, In steatoza hepaticd experimentald, indusa de diete cu
continut sporit de colesterol si grasimi, consumul Spirulinei determina micsorarea
continutului de lipide in ficat si a gradului de steatoza, cu diminuarea dereglarilor
metabolice si functionale ale organului [120].

Efecte similare au fost identificate si la oameni, de exemplu la pacientii cu
hipertensiune arteriald [167, 217], boala cardiaca ischemica [191], diabet zaharat atat
insulino-dependent, cat si insulino-independent [139, 117], sindromul nefrotic asociat cu

hiperlipidemie [202] etc.
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In pofida faptului ci actiunea hipolipidemianti a Spirulinei este certi si se atestd in
foarte multe studii experimentale si clinice in conditii fiziologice si diverse patologii, pana
in prezent nu este cunoscut mecanismul ce determind diminuarea nivelului lipidelor in
plasma sangvina si diferite organe, deoarece in aceasta directie sunt mai putine studii [165].

Activitatea antioxidanta si antiinflamatoare a preparatelor din Spirulina au fost relatate
intr-un numar restrans de studii preclinice si clinice anterioare.

Cercetirile pe culturi celulare ale stresului oxidativ indus de fier (Fe?*), efectuate de
Bermejo-Bescos P. si coaut. (2008), au stabilit ca tratamentul cu Spirulina platensis
protejeazd activitatea enzimelor antioxidante intracelulare — glutation peroxidazei si
glutation reductazei, si mareste nivelul de glutation redus [64]. Intr-o manierd dependenti
de doza Spirulina platensis neutralizeaza supreoxidanion radicalii produsi de neutrofile in
exploziile oxidative ce sunt caracteristice pentru procesele de fagocitare in conditii normale,
dar si pentru stresul oxidativ din diverse stari patologice [81]. Extractul alcoolic de
Spirulina platensis inhiba extrem de potent peroxidarea lipidelor in homogenatul din
creierul sobolanilor — organ extrem de bogat in lipide si susceptibil la dezvoltarea
proceselor de peroxidare lipidica, actiunea fiind demonstrata de diminuarea nivelului tisular
al dialdehidei malonice cu cca 95% [161].

In vivo remediile din Spirulina platensis au diminuat nivelul antecedent crescut al
citokinelor proinflamatoare, cum ar fi TNFo si TNFp, in cerebelul sobolanilor batrani
[Gemma C., 2002]. De asemenea la sobolani s-a constat o inhibitie dependenta de doza de
catre Spirulina platensis a reactiilor alergice induse de antidinitrofenil-IgE. In acest model,
in mastocitele peritoneale Spirulina platensis diminua nivelul intracelular al histaminei si
eliminarea ei, inhiba producerea TNFa si sporea continutul de AMPc, care prin caile de
semnalizare inducea modificari metabolice celulare [125].

Rezultate similare au fost inregistrate si la oameni. Un sir de studii clinice efectuate pe
persoane sanatoase de varsta a treia au stabilit ca administrarea per os a Spirulina platensis
determind micsorarea nivelului seric al IL-6 si sinteza IL-6 de catre limfocitele din sangele
periferic, cresterea in plasma sangvind a continutului de IL-2 si sporirea activitatii sangvine
a SOD [126, 178]. Suplimentarea tratamentului pacientilor cu diabet zaharat de tip 2,
insulino-independent, pe fundal de obezitate si/sau sindrom metabolic cu Spirulina

platensis se solda cu reducerea in ser a continutului de IL-6 si DAM [139].
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Actiunea antioxidanta si antiinflamatoare a remediilor din Spirulina platensis poate fi
determinata de prezenta in cianobacterie a unor substante biologic active ca ficocianina si
[-carotena.

Efectele antioxidante ale ficocianinei sunt indubitabile si se bazeaza pe capacitatea
compusului de a capta radicalii liberi, inclusiv cei alcoxil, hidroxil si peroxil, de a micsora
producerea oxidului nitric prin inhibarea nitricoxid sintazei inductibile (NOSi) si de a
inhiba peroxidarea lipidelor de catre microzomii hepatocitari [194, 196, 123, 181, 195, 78].
Potentialul antiinflamator este conditionat de proprietatea ficocianinei de a suprima
expresia ciclooxigenazei 2 (COX-2), inhiba producerea prostanglandinei E2 si a citokinelor
proinflamatoare (TNFa) si modula caile de semnalizare activate de MAPK (mitogen-
activated protein kinase) [195, 124, 145].

B-carotena (provitamina A) prezenta in Spirulina platensis protejeaza lipidele
membranelor biologice de peroxidare indusd de oxigenul singlet, inhiba producerea
oxidului nitric si a prostaglandinei E2, suprima expresia NOSi, COX-2, TNF-a si a IL-1p,
si transcrierea genelor citokinelor proinflomatorii (IL-1B, IL-6 si IL-12) in macrofagele
stimulate de lipopolizaharide sau interferonul-y (IFNy) [205, 59, 121]. Astfel, actiunea
combinatd a ficocianinei si B-carotenei asigurd un potential antioxidant si antiinflamator
considerabil, ce a fundamentat utilizarea remediilor din Spirulina platensis in tratamentul
maladiilor in patogenia caror un rol important il au procesele oxidative si inflamatoare.

Un alt compus important din componenta Spirulina platensis sunt polizaharidele
sulfatate (PSS). PSS sunt elemente structurale ale proteoglicanilor MEC. Polizaharidele
sulfatate joacd un rol deosebit de important in activitatea vitald a organismelor.

Se vehiculeazd doua posibile mecanisme ce determind actiunile biologice ale PSS
asupra celulelor: a) influenta directa asupra celulelor prin intermediul receptorilor (de ex.
receptorii Toll — TLR) si a cailor de semnalizare subsecvente; b) interactiunea cu factorii de
crestere/citokinele ce regleaza homeostazia proteoglicanilor [216].

Functiile lor principale cunoscute sunt cele de bariera tisulard, adeziune celulara, de
protectie contra agentilor patogeni, precum si cea de rezervor al factorilor de crestere.
Multiple studii au pus 1n evidentd efectele antivirale, antitumorale, antiinflamatorii,
antiproliferative, antioxidante, antitoxice, anticoagulante etc. ale polizaharidelor sulfatate,
manifestate in diverste conditii de studii — experimentale (culturi celulare, animale) si

clinice [73, 169, 76, 47, 216, 135].
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Tot mai raspandite sunt cercetarile ce tin de cautarea unor noi surse de polizaharide
sulfatate din microalge si cianobacterii, de elaborarea unor forme de administrare comode, de
stabilirea cailor de metabolizare a preparatelor in organism etc. [73, 169, 76, 47, 216, 135].

Totusi, pana 1n prezent in literatura stiintifica accesibilda nu am intalnit studii detaliate
referitor la oportunitatile utilizarii CBA autohtoni pentru corectia dereglarilor metabolice si
stimularea proceselor regenerative in patologiile hepatice severe. In acest sens relevarea
aspectelor noi ale activitatii biologice ale CBA si elucidarea mecanismelor de influenta a lor
asupra proceselor reparative din ficat sunt actuale si de perspectiva pentru diversificarea

arsenalului de remedii necesare corectiei dereglarilor, ce apar in patologiile hepatice.

Concluzii la capitolul 1

1. Homeostazia glutationica si tiol-disulfidica si rolul glutationului si enzimelor
metabolismului lui in maladiile hepatice toxice pana in prezent sunt elucidate incomplet.

2. O Iintelegere cat mai precisa a influentei glutationului si a enzimelor
metabolismului tiol-disulfidic asupra proceselor regenerative in ficat e necesara pentru a
elabora metode de dirijare activa.

3. In acest context, deosebit de avantajoase par a fi incercirile de a stimula activitatea
reparativa a tesutului hepatic afectat prin metode farmacologice, in special, prin utilizarea

unor compusi biologic activi autohtoni.
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2. MATERIAL SI METODELE DE STUDIU

2.1. Modelul experimental si biopreparatele testate

Modelarea experimentald a proceselor patologice, in particular a hepatopatiilor, este
folosita pe larg in cercetarile contemporane, avand avantajul unor explorari la nivel de tesut,
structuri subcelulare si procese metabolice. Investigatiile in patologia experimentald contribuie
atat la cunoasterea mecanismelor care participa in dezvoltarea acesteia, cat si la elaborarea si
implementarea noilor tehnologii si directii in diagnosticul si tratamentul afectiunilor modelate.

La efectuarea cercetarilor experimentale s-a tinut cont de 3 principii fundamentale
cunoscute drept ,,conceptul celor trei R”, care a fost adoptat de Congresul International de
Standardizare Biologicd de la San Antonio (Texas) in anul 1979 [80]. Acest concept exprima
preocuparile pe plan international referitor la standardizarea experientelor pe animale care
trebuie sa contribuie la:

—reducerea (reduction numerico) la strictul necesar a animalelor utilizate in experienta dar
care sa atinga limita minima pentru analiza statistica a rezultatelor studiului;

—inlocuirea (replacement) metodelor de experimentare pe animale vertebrate prin teste
biologice, atunci cand acestea permit extrapolarea rezultatelor obtinute pe animalele vii;

—cizelarea (refinement) procedurilor si tehnicilor experimentale pentru diminuarea
suferintelor animalelor utilizate In experiente (utilizarea substantelor anestezice fara a influenta
rezultatul experientei), cat si ,,umanizarea” actului experimental.

Avand in vedere principiile de efectuare a experientelor pe animale, s-a recurs in mod
obligatoriu la un numdr minim posibil de animale, dar totodatd suficient pentru obtinerea
rezultatelor veridice. Toate interventiile pe animalele de laborator, in special recoltarile de probe
si sacrificarea, s-au efectuat in mod obligatoriu sub anestezie prin inhalatie cu eter sulfuric.

Experientele s-au facut 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 vivariu. Considerand mecanismele de reglare circadiand a ritmurilor
biologice (diurne, sezoniere etc.) si influenfa acestora asupra concentratiei, structurii si
distributiei componentelor intracelulare [92], experientele s-au efectuat in cursul acelorasi
perioade sezoniere, iar materialul de investigare se preleva la aceeasi ora a zilei.

Cercetarile au fost aprobate de Comitetul de etica a cercetarii al USMF ,\Nicolae

Testemitanu” (aviz pozitiv din 20 iunie 2011).
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Animalelor experimentale le-au fost induse ciroza hepaticd (CH) si hepatopatia toxica
experimentald (HT). Medicatia patologiei experimentale hepatice a fost efectuatd prin
administrarea 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 Anorganica a USM, academicianul Aurelian Gulea.

Remediile — BioR, polizaharide sulfatate din spirulind (PSS) obtinute din biomasa
cianobacteriei Spirulina platensis 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 conformitate cu scopul si obiectivele lucrarii au fost efectuate in 2 serii de experiente.

In prima serie de experiente activitatea biologicd a compusilor coordinativi ai cupruluii
CMT-28 si CMT-67 si a combinatiei lor cu remediul de origine cianobacteriand BioR a fost
evaluata in experiente pe 60 sobolani albi masculi linia Wistar cu masa 180-220 g, divizati in 8
loturi, cate 7-8 animale 1n fiecare.

Primul lot — martor, a fost constituit din animale, intretinute la un regim obisnuit alimentar
de vivariu carora li se injecta intramuscular zilnic solutie fiziologica.

Lotul 2 — l-au format animalele cu CH experimentald, indusd prin administrarea
intramusculara a sol. 50% CCls in ulei de olive, 3 ml/kg masa corp bisdptaminal, pe parcursul a
60 de zile. Ulterior sobolanilor in decursul a 14 zile li s-a injectat i/m solutie fiziologica.

Lotul 3 — animale carora li s-a administrat intramuscular sol 50% CCls4 in ulei de olive, 3
ml/kg masa corp bisaptdminal, pe parcursul a 60 de zile si ulterior BioR in doza de 1 mg/kg.

Lotul 4 — animale carora li s-a administrat intramuscular sol 50% CCls4 in ulei de olive, 3
ml/kg masa corp bisaptaminal, pe parcursul a 60 de zile si ulterior BioR in doza de 2 mg/kg.

Lotul 5 — animale carora li s-a administrat intramuscular sol 50% CCls in ulei de olive, 3
ml/kg masa corp bisdptaminal, pe parcursul a 60 de zile si ulterior CMT-28 1n dozd de de 1,0
mg/kilocorp timp de 14 zile.

Lotul 6 — animale carora li s-a administrat intramuscular sol 50% CCl, in ulei de olive, 3
ml/kg masa corp bisdptaminal, pe parcursul a 60 de zile si ulterior CMT-67 in doza de de 1,0
mg/kilocorp timp de 14 zile.

Lotul 7 — animale carora li s-a administrat intramuscular sol 50% CCl, in ulei de olive, 3

ml/kg masa corp bisaptaminal, pe parcursul a 60 de zile si ulterior CMT-28 in combinare cu
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BioR, timp de 14 zile, doza zilnica constituind pentru CMT-28 de 1,0 mg/kilocorp, iar a
remediului cianobacterian BioR de 0,05 mg/kilocorp.

Lotul 8 — animale carora li s-a administrat intramuscular sol 50% CCls4 in ulei de olive, 3
ml/kg masa corp bisdaptaminal, pe parcursul a 60 de zile si ulterior CMT-28 in combinare cu
BioR, timp de 14 zile, doza zilnica constituind pentru CMT-28 de 1,0 mg/kilocorp, iar a
remediului cianobacterian BioR de 0,05 mg/kilocorp.

In a doua serie de experiente activitatea biologica a compusilor mentionati mai sus a fost
evaluata in experiente pe un lot de 70 sobolani albi masculi linia Wistar cu masa 160-180 g,
divizati in 7 loturi a cate 10 animale in fiecare.

Primul lot — martorul, a fost constituit din animale, intretinute la un regim obisnuit
alimentar de vivariu si carora li se injecta i/m zilnic solutie fiziologica.

Lotul 2 — de control a fost format din animalele cu HT experimentald, indusa prin
administrare de etilenglicol in dozd 1 g/kg masa corporala pe parcursul a 30 de zile. Ulterior,
sobolanilor acestui grup in decursul a 14 zile li s-a injectat i/m solutie fiziologica.

Lotul 3 — animale carora li s-a administrat intramuscular etilenglicol in doza 1 g/kg masa
corporala pe parcursul a 30 de zile si ulterior CMD-4 in doza de 1,0 mg/kilocorp timp de 14 zile.

Lotul 4 — animale carora li s-a administrat intramuscular etilenglicol in doza 1 g/kg masa
corporala pe parcursul a 30 de zile si ulterior CMD-8 in doza de 1,0 mg/kilocorp timp de 14 zile.

Lotul 5 — animale carora li s-a administrat etilenglicol in doza 1 g/kg masa corporald pe
parcursul a 30 de zile si ulterior CMJ-23 in doza de de 1,0 mg/kilocorp timp de 14 zile.

Lotul 6 — animale carora li s-a administrat intramuscular etilenglicol in doza 1 g/kg masa
corporala pe parcursul a 30 de zile si ulterior remediilor cianobacterian BioR de 0,5 mg/kilocorp
timp de 14 zile.

Lotul 7 — animale carora li s-a administrat etilenglicol in doza 1 g/kg masa corporala pe
parcursul a 30 de zile si ulterior PSS de 50 mg/kilocorp timp de 14 zile.

Dupa 24 de ore de la ultima administrare a CBA autohtoni, animalele au fost sacrificate sub

narcoza ugoara cu eter sulfuric si prelevat ficatul. Toate operatiile s-au executat in mediu glacial.

2.2. Pregatirea materialului biologic si dozarea indicilor biochimici
Pregatirea materialului pentru dozarea indicilor biochimici s-a efectuat in modul urmator.
Tesutul hepatic, destinat investigatiilor biochimice a fost supus omogenizarii. In calitate de

mediu de suspensie a fost utilizata solutia tampon fosfat 0,1 mol (pH 7,4), ce continea 1 mmol
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EDTA, astfel ca dilutia finald a omogenatului sa constituie 1:10. Pentru distrugerea completa a
membranelor celulare, omogenatul a fost prelucrat cu triton X-100 in concentratia finala 0,1%.
Ulterior, omogenatele tisulare au fost supuse centrifugarii timp de 15 min la 3000 tur/min, iar
supernatantul a fost transferat in eprubete curate si pana la examinare pastrat In congelator la
temperatura de (-40)°C. Intreg procesul de preparare a omogenatelor tisulare se executd in
conditii specifice pentru aprecierea activitatii enzimatice

In omogenatul hepatic s-au determinat indicii metabolismului tiol-disulfidic: glutation
reductaza (GR), glutation peroxidaza (GPO) glutation-S-transferaza (GST), continutul de SH
grupe si glutaredoxina (Grx), superoxid dismutaza (SOD) si catalaza (CAT), conform
procedeelor descrise de Gudumac V. si coaut. [12].

Toate procedeele de determinare a activitatii enzimelor si a continutului de substante au
fost executate dupa tehnici cu modificarea autorului, 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).

Dozarea glutationului redus, oxidat si total in materialul biologic s-a efectuat conform
procedeului descris de Akerboom T. P. si coaut. [52], ce se bazeaza pe formarea compusului
colorat dintre glutationul redus (GSH) prezent in proba biologica si DTNB, iar cantitatea de
glutation total s-a determinat in mediul de reactie ce contine NADPH, DTNB si
glutationreductaza (GR). Cantitatea de glutation oxidat (GSSG) s-a determinat dupa formula:

GSSG = glutationul total — glutationul redus.

Calculul sa efectuat pe baza curbei de calibrare construitd in baza dilutiilor solutiei
standard de glutation redus. Continutul de glutation total a fost exprimat in pumol/g tesut.

Nivelul glutationului redus a fost evaluat dupa procedeul descris de Mortinsen E., 1964 cu
modificarile noastre [4].

Determinarea activitatii glutation reductazei (EC 1.6.4.2) in materialul biologic s-a
efectuat prin 2 metode diferite:

a) conform metodei descrise de Biacosa C.H. si coaut. [228] modificata de Gudumac V. si
coaut. [14]. Aceastd metoda se bazeaza pe testul optic Warburg. Activitatea GR, exprimata in
umol de glutation oxidat ce a fost redus redus intr-un minut la pH 7,5 si temperatura de 37°C, s-a
determinat apreciindu-se cantitatea de NADPH oxidat la NADP* in procesul de reducere a

GSSQG, insotit de micsorarea absorbantei solutiei la 340 nm in functie de timp.
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b) conform procedeului descris de Smith J.W. si coaut. [208] modificat de autor [3].
Principiul acestui procedeu se bazeaza pe determinarea vitezei de crestere a nivelului de
glutation redus (GSH) format in urma reactici enzimatice, folosindu-se 5,5'-ditiobis-2-
nitrobenzoatul care reactioneaza cu GSH. Produsul reactiei (2-nitro-5-benzoatul) s-a determinat
fotometric la 405 nm.

Cantitatea de glutation redus (GSH) s-a exprimat in umol DTNB/g tesut.

Dozarea activitatii glutation peroxidazei (EC 1.11.1.9) in materialul biologic, de asemenea,
s-a efectuat prin 2 metode diferite:

a) In baza testului optin Warburg, conform procedeului descris de Wendel A. [Wendel A.
1980] modificat de Gudumac V. si coaut. [43].

b) conform procedeului descris de Pasbirpaes A.B. si Apytionsa A.B. [238] modificat de
Gudumac V. si coaut. [2].

Principiul acestui procedeu se bazeaza pe determinarea vitezei de descrestere a nivelului de
glutation redus (GSH) in mediul de reactie pentru ce se foloseste 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoatul)
care reactioneaza cu GSH. Produsul reactiei (2-nitro-5-tiobenzoatul) se determina fotometric la
405 nm.

Activitatea GPO se mdsoarda in nmol de glutation redus pe secundd la un g de proteind —
nmol GSH/s.g proteina.

Activitatea glutation-S-transferazei (EC 2.5.1.18) in materialul biologic a fost estimata
conform procedeului descris de Habig W. H. si coaut. [101] modificat de Tagadiuc O. si coaut.
[44]. Principiul metodei se bazeaza pe capacitatea glutation-S-transferazei de a cataliza reactia de
condensare a glutationului redus cu 1-Cl-2,4-dinitroclorbenzol (1-Cl-2,4-DNCB), cu formarea
(1-S-glutationil-2,4-dinitroclorbenzolul), a carui continut este proportional cu activitatea GST si
se determina spectrototometric la 340 nm.

Activitatea GST se exprima in nmol de conjugat format pe s la 1 g proteina.

Determinarea activitatii tioredoxin reductazei (EC 1.8.1.9) s-a efectuat conform
procedeului de determinare spectrofotometricd a activitatii enzimei in materialul biologic
(omogenat tisular) descris de Holmgren A. si coaut. [105] modificat de de Gudumac V. si
coaut. [45]. Principiul si unitdtile In care s-a exprimat activitatea enzimei se bazeazd pe
reducerea DTNB (5,5'-ditio-bis-(2-dinitrobenzoatului) de catre NADPH cu formarea
produsului colorat - 5-tio-2-nitrobenzoatului (TNB), a carui cantitate s-a masurat la 410 nm.

Masurarea activitatii tioredoxinreductazei in prezenta si in lipsa autotiomalatulului — un inhibitor
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specific al TR permite de a exclude reducerea nespecifica a DTNB cauzata de prezenta GSH in
proba de cercetat.

Determinarea activitatii glutaredoxinei (EC 1.20.4.1) s-a efectuat conform procedeului de
determinare spectrofotometricd a activitatii enzimei in materialul biologic (omogenat tisular)
descris de Holmgren A. si coaut. [105] modificat de noi [23]. Principiul si unitatile in care s-a
exprimat activitatea enzimei se bazeaza pe determinarea vitezei de reducere a substratului
enzimatic — 2-hidroxietil-disulfid (HED) de citre NADPH, la 340 nm in prezenta glutation
reductazei si GSH redus. Activitatea enzimei se exprima in nm NADPH oxidat /s.g proteina.

Continutul de grupari tiolice ale proteinelor in materialul biologic s-a determinat conform
procedeului descris de Ellman G. L. si Hu M.L. [85, 107] modificat de noi [18]. Principiul
metodei se bazeaza pe interactiunea dintre 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) si grupele tiolice
ale proteinelor cu formarea unui compus colorat cu capacitatea maxima de absorbtie la 412 nm.

Calcularea acestei cantitati de proteina se efectueaza dupa curba de calibrare, construita in
baza unor dilutii succesive ale solutiei standard de albumind si se exprimd in miligrame de
proteind la 1 gram de tesut (mg/g tesut).

Determinarea produsilor peroxidarii lipidelor s-a efectuat In conformitate cu procedeul
descris de 'amaktuonoBa JI. II. si coaut. [229] In modificatia noastrd [46]. Determinarea s-a
bazat pe aprecierea intr-o singurd proba a urmatorilor produsi ai lantului de oxidare peroxidica a
lipidelor: primari — dienele conjugate, secundari — cetodienele, trienele conjugate si DAM, si
finali — compusilor carbonilici de tip baze Schiff.

Rezultatele au fost exprimate in unitati conventionale relative la 1 g de tesut.

Nivelul dialdehidei malonice s-a dozat conform procedeului descris de I"aakTnoHOBa
JI. T1. et al. (1998) [229] in modificatia noastra [19]. Metoda se bazeaza pe determinarea
spectrofotometricd a complexului trimetinic format in urma interactiunii DAM cu acidul
tiobarbituric.

Continutul de DAM s-a calculat in baza coeficientului molar de absorbtie =1,56 10°
mol-cm™ si s-a exprimat in pmol/g tesut.

Determinarea produgilor proteici de oxidare avansata (PPOA) s-a efectuat in conformitate
cu procedeul descris de Capeillere-Blandin C., si coaut. [69] in modificatia noastra [20].
Principiul metodei se bazeaza pe proprietatea PPOA prezente in proba biologica de a manifesta o

absorbanta specifica care poate fi inregistrata spectrofotometric la 340 nm.
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Calculul s-a efectuat dupa curba de calibrare construita in baza dilutiilor succesive a sol.
standard de cloramina-T (0-100 pumol/l). Continutul de PPOA s-a exprimat in umol echivalente
de cloramina-T/g tesut.

Nivelul proteinei ischemic-modificate a fost estimat conform procedeului descris de
Gudumac V. si coaut. [16]. Metoda se bazeazi pe proprietatea proteinelor de a lega ionii de Co?",
ce determina diminuarea intensitatii coloratiei solutiei la 492 nm.

Calculul s-a efectuat dupa curba de calibrare construita in baza dilutiilor succesive a
solutiei standard de CoCl (0-100 pmol/L) si s-a exprimat in pmol/g tesut.

Produsele finale de glicare avansaza au fost apreciate in conformitate cu procedeul descris
de Makita Z. et al. [151] modificat de noi [21]. Principiul metodei se bazeazia pe masurarea
intensitatii fluorescentei la exitarea 370/emisia 440 nm. Intensitatea fluorescentei a fost
exprimata in unitdti conventionale (uc/g tesut).

Dozarea oxidului nitric in materialul biologic s-a efectuat dupa deproteinizarea
materialului biologic si reducerea nitratilor in nitriti conform procedeului descris de Merenbckas
B. A. si 'ymanosa H. I'. [237] modificat de noi [22]. Supernatantul rezultat s-a tratat cu reactivul
Griss si s-a masurat densitatea opticd a produsului reactiei, cu determinarea ulterioard a
concentratiei nitritului conform curbei de calibrare, construita in baza dilutiilor succesive ale
solutiei standard stock de nitrit de sodiu.

Concentratia nitritului s-a exprimat in mmol la 1 g de tesut.

Nivelul total al antioxidantilor (AAT) a fost apreciat in conformitate cu procedeele descrise
de Koctiok B. A. si coaut. [232] modificat de Gudumac V. et al. [12].

Dozarea s-a bazat pe diminuarea cantitatii radicalului 2,2 -difenil-1-picrilhidrazil,
neutralizat de substantele antioxidante din esantionul analizat. Nivelul antioxidantilor s-a
determinat separat in fazele hexanica si izopropanolica, deci s-a apreciat separat activitatea
antioxidanta totald a compusilor nepolari si polari.

Calculul s-a efectuat dupa curba de calibrare construita in baza dilutiilor succesive ale
solutiei standard de DPPH si s-a exprimat in mmol de DPPH neutralizati de 1 g de tesut.

Activitatea superoxiddismutazei (SOD) (EC 1.15.1.1) a fost estimatd conform procedeelor
descrise Jlyoununa E. E. [230] s1 Matiommn b. H. [236] modificat de Tagadiuc O. si coaut. [40].
Determinarea activitatii enzimei se bazeazd pe inhibitia reducerii sarii de tetrazoliu nitroblue
(NBT) in sistemul ce contine fenazinmetasulfat si NADH sub actiunea SOD. In urma reducerii

NBT se formeazd nitroformazan, care are o coloratie albastra, a cdrei intensitate este
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proportionala cantitatii de NBT redus. Gradul de inhibitie a acestui proces depinde de activitatea
enzimei.

Activitatea enzimei s-a exprimat in unititi conventionale. in calitate de unitate a activitatii
SOD se ia cantitatea de enzima necesara pentru inhibitia cu 50% a reactiei de reducere a NBT.
Activitatea enzimei se raporteaza la 1 g de proteina.

Activitatea catalazei (EC 1.11.1.6) a fost evaluata conform procedeului descris de
Koposrok M. A. si coaut. [231] modificat de Baciu El. si Nastas I. [8].

Determinarea activitatii CAT s-a bazat pe proprietatea enzimei de a cataliza reactia de
scindare a H20. cu formarea H20 si Oz. Peroxidul de hidrogen formeaza cu molibdatul de
amoniu un compus complex de culoare galbena. In procesul reactiei se micsoreaza cantitatea de
H20: ce determind decolorarea solutiei. Gradul de decolorare intr-o unitate de timp coreleaza cu
activitatea enzimei si se determind spectrofotometric.

Activitatea enzimatica se exprima in umol pe s la 1 g de tesut (umol/s-g tesut).

Evaluarea dipeptidelor histidinice s-a efectuat conform procedeului descris de Cesepun
C.E. (1989) modificat de Gudumac V. si coaut. [12]. Principiul metodei consta in determinarea
spectrofotometrica a intensitatii coloratiei complexului format de dipeptidele histidinice cu
diazoreactivul in mediul alcalin.

Continutul de dipeptide histidinice s-a exprimat in pmol de complex format la 1g de tesut.

Determinarea continutului de colagen s-a efectuat conform procedeului descris de
Tagadiuc O. si coaut. [38]. Principiul metodei constd in transformarea colagenului nativ in
gelatina solubila la prelucrarea materialului biologic cu o solutie de acid tricloracetic incélzita
pana la 90°C, sedimentarea proteinelor necolagenice prin centrifugare si determinarea ulterioara
a concentratiei de gelatind in supernatantul transparent prin metoda clasica Lowry.

Calcularea cantitatii de colagen se face dupa curba de calibrare, construitd in baza unor
dilutii succesive ale solutiei standard de gelatind si se exprima in miligrame de colagen la 1 gram
de tesut hepatic (mg/g tesut).

Determinarea continutului de hidroxiprolina libera s-a efectuat conform procedeului
descris de [lapaes I1. H. [239] modificat de Gudumac V. si coaut. [15]. Principiul metodei se
bazeaza pe oxidarea hidroxiprolinei in pirol, care reactioneaza in mediu acid cu p-dimetil-
aminobenzaldehica si formeaza un produs colorat, intensitatea coloratiei solutiei fiind

proportionala cu continutul de hidroxiprolina.
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Continutul de hidroxiprolina se determina dupa curba de calibrare si se exprima in pmol la
1 g de tesut.

Activitatile alaninaminotransferazei, aspartataminotransferazei si pseudocolinesterazei au
fost determinate prin metoda cineticd conform instructiunilor tehnice a kiturilor standard ale
companiei ELITech (Franta).

Continutul de albumina si proteine totale au fost determinate prin metoda
spectrofotometrica conform instructiunilor tehnice a kiturilor standard ale companiei ELITech

(Franta).

2.3. Pregatirea materialului biologic pentru studiul histologic

Ficatul a fost extras dupd eutanasierea sobolanilor, spélat cu solutie glaciald de 0,9% NaCl
si fixat in solutie de 10% formalind, pH 7,0. Ulterior preparatele au fost deshidratate, clarificate,
incluse in bloc de parafina si realizate sectiuni, care au fost supuse coloratiei cu hematoxilin-
eosina si dupa van Gieson.

Cercetarea histopatologica a preparatelor a fost realizata la Catedra de histologie, citologie
si embriologie si Laboratorul Morfologie al Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie

»Nicolae Testemitanu”

2.4. Procesarea statistica

Evaluarea statisticd a datelor obtinute a fost efectuatd 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).

2.5. Concluzii la capitolul 2

1. Modelarea experimentald a cirozei hepatice si a hepatopatiilor toxice este folosita pe larg
in cercetarile contemporane, avand avantajul unor explorari la nivel de tesut, structuri
subcelulare si moleculare, si contribuie atat la elucidarea mecanismelor patogenice, cat si a

potentialului farmacologic al remediilor noi pentru tratamentul acestor maladii.

2. Metodele descrise in acest capitol si aplicate In cadrul realizarii investigatiilor la tema

tezei permit:
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testarea influentei unor compusi biologici activi autohtoni asupra intensitatii proceselor

fibrotice in ficat la modelarea cirozei hepatice si a hepatopatiilor toxice;

evaluarea parametrilor ciclului glutationic si a homeostaziei tiol-disulfidice in ciroza

hepatica si hepatopatiile toxice;

cercetarea detaliata a influentei CBA asupra stresului oxidativ si a sistemului protectiei

antioxidante la modelarea cirozei hepatice si a hepatopatiilor toxice.
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3. INFLUENTA UNOR COMPUSI BIOLOGIC ACTIVI AUTOHTONI
ASUPRA METABOLISMULUI GLUTATIONIC SI TIOL-DISULFIDIC
IN FICAT iN CONDITII FIZIOLOGICE SI PATOLOGIA HEPATICA
EXPERIMENTALA

Glutationul si enzimele metabolismului glutationic sunt indispensabile functionarii normale
celulare, tisulare si a organismului in general. Glutationul este capabil de a neutraliza radicalii
liberi si alte specii reactive ale oxigenului, a interactiona cu diferiti xenobiotici (acetaminofen,
bromobenzen etc.), a fixa unii carcinogeni (aldehida formica), a interveni in metabolismul
eicosanoizilor, a regla nivelul de NO prin sistemul tioredoxinei etc. Mentinerea nivelului optim
al glutationului si al activitatii enzimelor metabolismului compusului asigurd homeostazia
organismului [116, 112, 147].

De asemenea, in celule se produc permanent si reactii de formare si reducere a disulfizilor
micsti, inclusiv de glutationizare si deglutationizare a proteinelor. Aceste procese sunt catalizate
si dirijate de mai multe enzime — de o retea complexa de tiol/disulfidoxid reductaze — enzime
localizate in reticulul endoplasmatic, inclusiv glutaredoxinele/tioltransferazele, care catalizeaza
reducerea disulfizilor sau a disulfizilor micsti ai GSH [105, 106].

A fost raportata actiunea protectoare a sistemelor Grx si ale tioredoxinei in unele patologii.
Prin urmare, elaborarea si testarea unor compusi chimici noi cu potential de a fortifica rezervele
de glutation si capacitatea functionald a enzimelor glutationice celulare sunt de interes primordial

pentru stiinta si practica biomedicala moderna.

3.1. Modificarile histologice in ficat la modelarea cirozei hepatice si a hepatopatiei
toxice
Pentru a confirma procesele patologice la nivel hepatic, histologic au fost examinate

prelevatele din ficatul animalelor de laborator.

Modelul experimental 1 — ciroza hepaticd, indusa prin administrarea CCls
Examenul macroscopic al ficatului animalelor a relevat schimbarea culorii si aspectului
suprafetei organului, care se caracteriza prin culoare galbuie si suprafatd micronodulara,

specifica etapei de dezvoltare maxima a cirozei.
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La examinarea histologica a probelor de tesut hepatic, colectate la etapa de intoxicare
maxima cu CCls, s-a observat o modificare pronuntata a structurii lobulare a ficatului.
Lobulii erau penetrati de septuri de tesut conjunctiv, constituite indeosebi din fascicule
mature de colagen, fibrocite si fibroblaste. Fasciculele aveau o orientare haotica, penetrand
zone ale lobulilor invecinati, formand noduli multilobulari, insd se intdlneau si noduli
monolobulari. Orientarea cordoanelor in pseudolobuli a fost modificatd; vena centrala fiind
deplasata, in tractele portale triadele deseori se dublau. Unii lobuli erau afectati de scleroza
septald numai pe jumatate; in aceste cazuri intre trabeculele de hepatocite se depistau
infiltrate limfoido-histiocitare. Hepatocitele din zonele periferice ale lobulilor prezentau
variatii 1n limite largi atit ca dimensiuni, cat si densitate a citoplasmei. Se vizualizau nuclee

marite, hipercrome, celule binucleate, precum si celule in stare de diviziune (mitoza) (Figura

3.1).

Figura 3.1. Ciroza ficatului. Hematoxilina-eozina. x 100.

Peretii vaselor din tractele portale erau ingrosate din cauza hialinozei si sclerozei. S-a
observat o concordantd intre gradul de sclerozd a arterelor si venelor §i grosimea septurilor
fibroase. Epiteliul tumefiat al ducturilor biliare stenoza lumenul acestora. Uneori s-au depistat

capilare limfatice dilatate.
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Coloratia cu picrofuxind dupa van Gieson a evidentiat straturi fibroase fine in spatiile
perisinusoidale ale pseudolobulilor. Tesutul conjunctiv forma preponderent septuri perilobulare,
mai rar fiind depistate 1n directia porto-centrala.

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, monocelulard, pana la necroza zonald, uneori subtotald a unor lobuli.
Hepatocitele din zonele periferice ale lobulilor prezentau variafii 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 diviziune (mitoza) (Figura 3.2).
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Fig. 3.2. Ciroza ficatului. Van Gieson. x 100.

Procesele fibrotice, inclusiv ciroza hepatica, sunt asociate cu cresterea semnificativa a
continutului de colagen ce substituie tesutul normal, fenomen atestat de rezultatele investigatiilor
histologice 1n ficatul animalelor intoxicate cu tetraclorura de carbon.

Analiza microscopica a structurii ficatului dupa cura de medicatie cu PSS demonstreaza nu
doar stoparea procesului de fibrozare, dar si diminuarea lui cu manifestari proliferative din partea
parenchimului. Septurile perilobulare de tesut conjunctiv apateau mai subtiri si cu infiltrare

limfo-histiocitara moderata. Hepatocitele erau hipertrofiate, manifestau un polimorfism
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exprimat, demonstrand regenerarea parenchimului, ceea ce s-a confirmat prin prezenta celulelor
aflate in proces de diviziune. Se intdlneau hepatocite binucleate si in proces de diviziune

mitotica. Celulele Kupffer si endoteliul erau edematiate (Figura 3.3).
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Fig. 3.3. Ficatul dupa tratamentul cu PSS a cirozei hepatice experimentale. Van Gieson. x 100.

Analiza microscopica a structurii ficatului dupa cura de medicatie cu CMT-28
demonstreaza nu doar stoparea procesului de fibrozare, dar si diminuarea lui cu manifestari
proliferative din partea parenchimului. Septurile perilobulare de tesut conjunctiv apar mai subfiri
si cu infiltrare limfo-histiocitard moderata. In cadrul lobulilor rareori se intalneau fascicule fine
de fibre de colagen cu orientare porto-centrala. Mai frecvent decat la termenii precedenti
hepatocitele formau travee orientate spre vena centrala. La periferia lobulilor hepatocitele aveau
citoplasma mai bazofild, nuclee mari lucide, in celule se intdlneau diferite faze ale mitozei
(Figura 3.4).

S-au observat modificari pronuntate ale structurii lobulare a ficatului. Lobulii erau penetrati
de septuri de tesut conjunctiv, constituite cu precadere din fascicule mature de colagen, fibrocite
si fibroblaste.

S-a observat normalizarea structurii ficatului. Izolat s-au mentinut fascicule subtiri de

colagen. Astfel, prelevatele din ficatul animalelor experimentale, dupa cura de tratament cu
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CMT-28 au demonstrat o subtiere marcanta a straturilor de colagen, ceea ce denota derularea in

acest interval de timp a unui proces de catabolizare a colagenului de o intensitate semnificativa.

Fig. 3.4. Ficatul dupa tratament cu CMT-28. Hematoxilind-eozina. x 100.

Observatiile realizate In baza examenului histologic au fost confirmate si precizate de
rezultatele determinarii indicilor biochimici — continutului de colagen, hidroxiprolina in tesutul
hepatic, precum si a activitatii AIAT, ASAT, PCE si nivelul proteinei totale si al albuminelor in
serul sangvin.

Datele expuse in figura 3.5 demonstreaza ca intoxicatia cronicd cu CCls sporeste nivelul de
colagen in ficatul cirozat, continutul compusului majorandu-se cu 30% (p<0,05) in comparatie
cu valorile specifice pentru ficatul animalelor intacte.

Cca 25% din compozitia aminoacidica a colagenului o reprezinta insumat prolina (Pro) si
3- sau 4-hidroxiprolina (3-Hyp sau 4-Hyp). Nivelul Hyp reflecta continutul de colagen si gradul
de fibrozare a tesutului. Valorile hidroxiprolinei in ficatul animalelor intoxicate cu CCls a relevat
o crestere cu 130% (p<0,001) fatd de nivelul apreciat la animalele sanatoase din lotul martor

(Figura 3.5).
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Fig. 3.5. Modificarile continutului de hidroxiprolina (%) si colagen (mg/g prot)
in ficatul animalelor cu ciroza hepatica experimentala indusa de tetraclorura de carbon.

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

Parenchimul hepatic constituie sediul de sintezd a unui numar mare de compusi cu functii
generale extrem de importante in organism. De origine hepatica sunt o multitudine de compusi
de naturd proteica, inclusiv numeroase enzime si proteine, care ulterior sunt eliminate in patul
circulator, unde si isi realizeaza functia sau sunt transportate spre alte organe.

Cele mai importante din punct de vedere diagnostic enzime, ale caror nivele serice crescute
atesta existenta leziunilor la nivelul hepatocitului, sunt aminoatransferazele AIAT si ASAT.
Acestea, dupa cum s-a mai relatat, nregistreazd valori crescute in toate afectiunile hepatice
insotite de sporire a permeabilitatii membranei celulare sau citoliza hepatocitara, pe cand in
maladiile fibrotice se atesta micsorarea capacitatii functionale a aminotransferazelor mentionate
datorita substitutiei tesutului hepatic cu cel fibros si micsorarea numarului de hepatocite — sursa
aminotransferazelor serice. Astfel, aprecierea nivelului AIAT localizata in citozol, si a nivelului
ASAT, reprezentata prin 2 izoenzime: citoplasmatica si mitocondriala in tesutul hepatic prezinta
un mare interes.

Rezultatele evaluarii activitatii AIAT si ASAT in tesutul hepatic sunt reprezentate in datele
statistice din tabelul 3.1. Ele denotd o diminuare semnificativa statistic a activitatii AIAT si
AsAT la animalele intoxicate cu CCls. Activitatea AIAT s-a micsorat de la 98,5 + 8,53 pana la
58,2 + 6,71 nmol/s.g prot, ce a constituit 41% (p<0,05), iar a ASAT —de la 103,3 + 4,21 pana la
77,5+ 3,12 nmol/s.g prot, deci cu 25% (p<0,05).
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Tabelul 3.1.
Modificarile activitatii AIAT, ASAT, PCE si a nivelului albuminelor si a proteinelor totale

serice la animalele cu ciroza hepatica indusa de tetraclorura de carbon

Lotul de animale Martor CH
AIAT, nmol/s.g prot 98,5+ 8,53, 100% 58,2 + 6,71*, 59%
AsAT, nmol/s.g prot 103,3 +£ 4,21, 100% 77,5+ 3,12*, 75%
PCE, nmol/s.g prot 223,1 + 20,2, 100% 126,5 + 15,4*, 57%
Proteina totala, g/L 69,4 +0,75, 100% 57,0 +3,39%* 82%
Albumina, g/L 32,67+0,34, 100% 21,74 £ 0,99*** 76%

NOTA: AIAT — alaninaminotransferaza; AsAT — aspartataminotransferaza; PCE — pseudocolin-
esteraza; CH — ciroza hepatica indusa de CCla.

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

Determinarea activitdfii unor enzime organospecifice, ce reflectd stirea functionald a
parenchimului hepatic, in special cea de sintezd proteicd, este de importantd majora pentru
aprecierea gradului de manifestare a sindromului hepatopriv in patologia hepatica.
Pseudocolinesteraza (PCE) este o enzima de naturd glicoproteicd, sintetizata preponderent in
celulele parenchimului ficatului, care isi realizeaza functiile extracelular, in circulatia sangvina.

Rezultatele evaluarii activitatii PCE sunt prezentate in tabelul 3.1. Explorarile efectuate ne
permit sa constatam, ca CH provoaca o scadere pregnanta a activitatii PCE. Astfel, activitatea
PCE scade cu 43%, de la 223,1 + 20,2 pina la 126,5 + 15,4 nmol/s.g prot (p<0,05) in raport cu
valorile de referinta. Hipoactivitatea PCE din ficatul cirozat reflecta diminuarea capacitatii de
sintezd proteicd a parenchimului si/sau micsorarea numadrului de celule angajate In asigurarea
acestei functii.

Acelasi fenomen este relevat si de micsorarea continutului de proteine totale si albumine
serice la animalele cu ciroza hepatica produsa de intoxicatia de duratd cu CCls. S-a stabilit ca
nivelul de proteine totale s-a diminuat de la 69,4 = 0,75 pana la 57,0 £ 3,39 g/L (cu 18%,
p<0,01), iar de albumine cu 23%, de la 32,67 + 0,34 pana la 21,74 £+ 0,99 (p<0,001).

Aprecierea modificarilor indicilor metabolici la animalele cu ciroza hepatica tratate cu PSS
a relevat modificari in consens cu cele depistate in studiul histologic (tabelul 3.2). Administrarea
PSS exercitd actiunea benefica asupra structurii si functiei hepatocitelor, ce s-a manifestat prin

ameliorarea semnelor sindromului citolitic si hepatopriv.
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S-a constat o tendintd de normalizare a activitatii AIAT, care a crescut de la 58,2 + 6,71
pana la 60,8 = 3,72 nmol/s.g prot. si a atins nivelul de 62% (p<0,01) din cel de referinta.
Totodatd, capacitatea functionald a AsAT s-a majorat concludent atdt comparativ cu valorile
identificate la animalele cu ciroza hepatica, cat si la cele martor. Activitatea AsAT dupa
administrarea PSS atinge 121,1 + 4,91 nmol/s.g prot., nivel cu 56% (p<0,01) mai mare
comparativ cu cel depistat la animalele cu ciroza hepatica si cu 17% (p<0,05) comparativ cu cel

martor.

Tabelul 3.2.
Modificarile activitdfii ALAT, ASAT, PCE si a continutului de proteine totale si albumine in

ciroza hepatica experimentala si la administrarea polizaharidelor sulfatate din Sirulina platensis

Lotul de studiu Martor CH CH + PSS

ALAT, nmol/s.g prot | 98,5 + 8,53, 100% 58,2 £6,71*, 59% 60,8 + 3,72**, 62%

ASAT, nmol/s.g prot | 103,3 + 4,21, 100% 77,5 +3,12%, 75% 121,1 +4,91* # 117%

PCE, nmol/s.g prot | 223,1 + 20,2, 100% | 126,5+ 15,4*, 57% 143,1 +14,2* " 64%

Proteina totald, g/l | 69,4 +0,75, 100% 57,0 +3,39**, 82% 59,8 + 3,48%*, 86%

Albumina, g/l 32,67+0,34, 100% | 21,74 £ 0,99***% 76% | 32,32 + 0,70, ** 99%

NOTA: a) AIAT — alaninaminotransferaza; AsAT — aspartataminotransferaza; PCE —
pseudocolin-esteraza; CH — ciroza hepatica indusa de CCls, PSS — polizaharide sulfatate din
Sirulina platensis.

b) Procentele sunt indicate comparativ cu valorile martorului.

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

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

PSS amelioreaza si functia proteosinteticaA a hepatocitelor, fenomen demonstrat prin
cresterea activitatii enzimei secretoare plasmatice de origine hepatica — PCE, de la 126,5 + 15,4
pana la 143,1 £14,2 nmol/s.g prot. (p<0,01) si atingerea valorilor de 64% de la cele de referinta
(p<0,05). Actiune mai potentd exercitd PSS asupra continutului de proteine totale si in special
albumine plasmatice. Astfel, continutul de albumine in sange s-a majorat de la 21,74 =+ 0,99 pana

la 32,32 + 0,70 g/l (p<0,001) si atinge practic nivelul specific animalelor sanatoase (99%).

63



Posibil, datoritd cresterii semnificative a nivelului de albumine serice, continutul
proteinelor totale se majoreaza de la 57,0 £ 3,39 la 59,8 + 3,48 g/l (+5%, p>0,05) si atinge valori

de 86% din cel de referinta caracteristic sobolanilor din lotul martor.

Rezultatele studiului nostru corespund datelor literaturii de specialitate referitor la
dezvoltarea cirozei hepatice la animalele de laborator prin administrarea de durata a tetraclorurii
de carbon [154, 67, 185]. Fibrozarea ficatului a fost evidentiatd prin studiul histologic al
preparatelor hepatice, care au atestat modificari semnificative ale structurii lobulare a ficatului
si dezvoltarea tesutului fibros. Cresterea nivelului de proteine fibrilare specifice tesutului
conjunctiv a fost demonstratd prin masurarea nemijlocitd a continutului de colagen si
indirect, prin dozarea nivelului de hidroxiprolina — aminoacid ce este marker al colagenului.
Ambii indici au relevat o marire statistic concludenta dupa intoxicarea cu CCla.

Concomitent s-a atestat prezenta semnelor afectarii capacitatii functionale a ficatului,
in special ale sindromului hepatopriv. A fost stabilitd diminuarea activitatii
aminotransferazelor indicatoare ale functiei hepatice — AIAT si AsAT, a functionalitatii
enzimei organospecifice secretoare hepatice — PCE, si a continutului de albumine si proteine
totale sangvine. Fenomenele atestate pot fi conditionate de micsoarea numarului
hepatocitelor comparativ cu cel al celulelor tesutului conjunctiv si de cresterea continutului
de tesut fibros, precum si de diminuarea capacitatii functionale a hepatocitelor ramase in
organ.

Putem conchide ca prin administrarea de durata a CCls animalelor de laborator li s-a indus
ciroza hepatica, ce a permis studierea influentei CBA inclusi in cercetare asupra indicilor
metabolismului glutationului si tiol-disulfidic in aceastd patologie hepatica si aprecierea
eficientei utilizarii lor in schemele de tratament al maladiilor asociate cu procese de fibrozare a

ficatului.

Modelul experimental 2 — hepatopatia toxica, indusa prin administrarea etilenglicolului

Studiul microscopic al materialului preluat de la animalele supuse intoxicatiei cronice cu
etilenglicol 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 sinusoidele moderat dilatate. La fel sunt dilatate si venele centrale (Figura 3.6).
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Fig. 3.6. Ficatul dupa intoxicare cu et1len ghcol Hematoxilina-eozina. x 100.

In unele cazuri au fost depistate acumuliri de pigment brun — lipofuscina, in citoplasma
multor hepatocite dispuse mozaic in lobulii hepatici, dar predominant in zonele periportale

(Figura 3.7).
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Fig. 3.7. Flcatul dupa 1ntox1care cu etilen glicol. Hematoxﬂma -eozina. x 100.

La o alta parte de animale ficatul avea structura lobulara pastrata, insa in cadrul lobulilor
trabeculii de hepatocite erau dezorganizati, majoritatea hepatocitelor tumefiate, cu tablouri
perinucleare si citoplasma granulatd — stare de distrofie proteica si vacuolara pronuntata. Celulele
balonizate aveau nucleu mic si hipercrom, fara nucleoli. O parte din celulele hepatice erau
dezintegrate. Printre celulele cu distrofie proteica si vacuolara, solitar sau In cordoane ramificate,
0 parte din hepatocite de dimensiuni mici si forme neregulate aveau nucleele picnotice,

hipercrome, ovale sau alungite si citoplasma omogena si intens oxifila (Figura 3.8).
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Fig. 3.8. Ficatul dupa intoxicare cu etilen gliol. Hematoxilini-eozind. x 100.

Spatiile portale in majoritatea cazurilor manifestau edem perivascular peritubular moderat,

si doar la unele animale erau moderat infiltrate cu limfocite (Figura 3.9).

Fig. 3.9. Ficatul dupa intoxicare cu etilen glicol. Hematoxilind-eozina. x 100.

In multe din cazurile analizate aspectul microscopic al ficatului a relevat modificari
distrofice si necrotice mult mai pronuntate (Figura 3.10). Chiar daca organul si-a pastrat structura
lobulari, tabloul aparea mozaic. In zonele periferice ale lobulilor se mai contura structura

trabeculara a dispozitiei hepatocitelor, ele insa aveau citoplasma omogena, contineau pigment de
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uzura — lipofuscina, si aveau nuclee hipercrome. Zonele centralobulare erau complet

dezorganizate, cu focare de necroza.

In aceste focare de rand cu celulele in stare de distrofie proteicd pronuntati multe
hepatocite manifestau carioliza, cariorexie si dezintegrare totala cu formare de mase de detrita

celulara (Figura 3.11).

Fig. 3.11. Ficatul dupa intoxicare cu etilen glicol. Hematoxilina-eozina. x 100.

Analiza microscopica a pieselor histologice in colorare cu picro-fuxind au demonstrat ca
procesele de fibroza a organului nu s-au declansat la aceste etape ale experimentului: tesut
conjunctiv (fibre si fascicole de fibre de colagen) s-au depistat doar pe spatiile portale si aveau

aspect obisnuit pentru aceste animale de laborator (Figura 3.12).
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Fig. 3.12. Ficatul dupa intoxicare cu etilen glicol. Van Gieson. x 100.

Astfel, intoxicatia cronica cu etilenglicol in doza de 1 g/kg masa corporala a provoacat in
ficatul majoritatii animalelor distrofii proteice, vacuolare si pigmentare, cit si necroze in ficat cu

dispozitie predominant centralobulara, fara semne de fibroza.

Studiul biochimic al continutului de colagen si hidroxiprolind in homogenatul hepatic al
animalelor de laborator din seria 2 de experiente nu a relevat modificari veridice statistic ale

indicilor fibrozei (figura 3.13), confirmand rezultatele evaluarii morfologice a organului.
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Fig. 3.13. Modificarile continutului de hidroxiprolina (%) si colagen (mg/g prot) in ficatul

animalelor cu hepatopatie experimentala indusa de etilenglicol

Valorile hidroxiprolinei si colagenului in ficatul animalelor cu hepatopatie toxicd indusa

de etilenglicol nu s-au schimbat concludent statistic, dar au manifestat tendinte nesemnificative
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de scadere. Nivelul colagenului s-a micsorat la finele experientei pana la 53,58 + 0,27 mg/g
prot. comparativ cu valorile inregistrate la animalele intacte — 55,68 + 0,26 mg/g prot. (— 4%,
p>0,05). La fel s-a inregistrat o diminuare a continutului de hidroxiprolind de la 0,31 + 0,002
mmol/g tesut pana la 0,29 + 0,003 mmol/g tesut (— 6%, p>0,05).

Evaluarea starii functionale a ficatului la animalele cu hepatopatie toxica produsa de
etilenglicol s-a efectuat prin determinarea activitatii enzimelor-markeri specifici ai ficatului —
aminotransferazelor (AIAT si AsAT) si a pseudocolinesterazei, precum si a continutului sangvin

al albuminei si proteinelor totale (tabelul 3.3).

Tabelul 3.3.
Modificarile activitatii AIAT, AsAT, PCE si a nivelului albuminei si a proteinelor totale

serice la animalele cu hepatopatia toxica indusa de etilenglicol

Lotul de animale Martor HT
AIAT, Ul/g prot 0,426 + 0,02, 100% 0,468 + 0,03, 110%
AsAT, Ul/g prot 0,226 £ 0,01, 100% 0,236 + 0,02, 105%
PCE, nmol/s.g prot 681,0 + 0,04, 100% 547,8 +0,04*, 80%
Proteina totala, g/L 36,49 + 0,80, 100% 31,03 £ 0,34*** 85%
Albumina, g/L 38,74 + 1,78, 100% 11,56 + 0,35***, 30%

NOTA: AIAT — alaninaminotransferaza; AsAT — aspartataminotransferaza; PCE — pseudocolin-
esteraza; HT — hepatopatie toxica indusd de etilenglicol.

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

Rezultatele aprecierii activitatii aminotransferazelor a relevat o tendintd de crestere
nesemnificativd statistic a activitatii ambelor enzime studiate. Astfel, capacitatea functionala a
AIAT s-a majorat de la 0,426 + 0,02 pana la 0,468 + 0,03 Ul/g prot. (+ 10%, p > 0,05), iar a
AsAT de la 0,226 £ 0,01 pana la 0,236 = 0,02 Ul/g prot. (+ 5%, p > 0,05).

Luand in considerare ca AIAT este o enzima cu localizare exclusiv citoplasmatica, iar
AsAT poseda doud izoenzime — citoplasmatica si mitocondriala, in patologiile cu afectare usoara
si moderata a ficatului, datoritd eliminarii prin membrana celulard ce are permeabilitatea
crescutd, creste preponderent activitatea AIAT, iar in maladiile severe, insotite de citoliza,

majorarea activitatii ASAT o prevaleaza pe cea a AIAT. Astfel, cresterea preponderentd a
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activitatii AIAT la animalele supuse intoxicdrii cu etilenglicol releva o afectare moderata a
structurii organului si hepatocitelor, caracterizata prevalent prin cresterea permeabilitatii
membranelor celulare si eliberarea enzimelor citoplasmatice in circulatia sangvina.

Studiul a stabilit suprimarea capacitatii sintetice a ficatului la animalele intoxicate cu
etilenglicol. S-a atestat micgorarea activitatii pseudocolinesterazei de la 681,0 £ 0,04 pana la
547,8 £ 0,04 nmol/s.g prot, ce a constituit 80% (p<0,05) din valorile de referinta.

Concomitent s-a diminuat sinteza proteica, ce a determinat scaderea nivelului alouminei si
proteinelor totale plasmatice. Valorile proteinelor totale sangvine s-au micsorat cu 15%
(p<0,001) comparativ cu nivelul identificat la animalele intacte, de la 36,49 + 0,80 pana la 31,03
+ 0,34 g/L. Continutul de albumina s-a diminuat mai pregnant, atingand nivelul de 30% de la cel
de referinta. Aceasta scadere de la 38,74 + 1,78 pana la 11,56 = 0,35 g/L (p<0,001) este o dovada
concludenta a deteriorarii grave a capacitatii proteosintetice a hepatocitului.

Rezultatele cercetdarilor noastre coreleaza in linii mari cu rezultatele studiilor altor
cercetatori efectuate anterior [138, 130, 95]. Studiile experimentale antecedente ale intoxicatiei
acute cu etilenglicol au stabilit la examenul histologic al ficatului animalelor de laborator
deteriorarea reticulului endoplasmatic neted si al mitocondriilor, precum si acumularea unui
material floculent cu densitate electronici medie in spatiile pericapilare [95]. In cercetarea
histologica realizatd de noi, de asemenea, s-a identificat afectartea organitelor si acumularea
lipofuscinei in hepatocite.

Atat in cercetarea noastra, cat si a altor cercetdtori a modelului experimental de
hepatotoxicitate indusa prin administrarea acuta sau cronica de etilenglicol nu au fost depistate
semne de fibroza hepatica.

Etilenglicolul este o substanta pe larg utilizata in industrie, inclusiv farmaceutica si
cosmetica. El este un compus de baza in producerea solutiilor antifreeze, lichidului pentru frane,
celofanului, unguentelor medicale etc. Raspandirea larga determind numarul semnificativ de
intoxicatii acute cu etilenglicol. Analiza manifestarilor intoxicatiilor accidentale cu etilenglicol in
baza datelor centrelor toxicologice a relevat actiunea hepatotoxica, nefrotoxica si neurotoxica a
compusului, precum si inducerea dezechilibrelor acido-bazice severe [138, 130].

Totodata, etilenglicolul si derivatii lui cauzeazad depletia severa a rezervelor de glicogen si
hiperenzimemie [138, 130, 95]. Dereglari similare au fost identificate si in studiul nostru. Au fost
constatate prezenta sindromului citolitic si hepatopriv, care s-au manifestat prin cresterea
activitatii aminotransferazelor-markeri ai afectarii hepatice (AIAT si AsAT) si diminuarea

sintezei proteinelor, inclusiv ale celor secretoare, plasmatice (PCE, albumina, proteine totale).
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Luand 1n considerare cd cauzele letalitdtii in intoxicatiile atat cronice, cat si acute Cu
etilenglicol, sunt determinate nu de actiunea propriu-zisa a noxei, dar de produsii ce se formeaza
in cadrul metabolizarii hepatice a compusului (glicoaldehida, acidul glicolic, acidul glioxilic,
acidul oxalic). Metabolitii mentionati determind dereglari majore ele echilibrului acido-bazic cu
dezvoltarea acidozei severe cu lacuna anionica si dezvoltarea insuficientei renale acute.

Inhibarea cailor de metabolizare a etilenglicolului in ficat constituie o tinta terapeutica in
tratamentul intoxicatiilor, in special acute cu aceastd noxd. Terapia clasicd este bazata pe
inhibarea competitiva a alcool dehidrogenazei cu etanol, procedeu eficace de combatere a
actiunii toxice a compusului nociv. Totusi, acest tratament este limitat, in special in cazul
copiilor, dat fiind actiunile negative specifice alcoolului etilic si sensibilitatii individuale la
etanol.

Astfel, dezvoltarea medicamentelor cu capacitatea de a influenta metabolizarea
etilenglicolului in ficat si a previni sinteza letald cu formarea unor compusi mai toxici
comparativ cu cei initiali este de actualitate majora in toxicologia si hepatologia moderni. In
aceast aspect, prezintd interes deosebit studierea actiunii CBA autohtoni asupra proceselor
metabolice in ficat in intoxicatiile cu etilenglicol si selectarea celor cu potential terapeutic
semnificativ datoritd actiunii selective si specifice asupra cailor metabolice responsabile de
detoxifierea compusilor nocivi exogeni si neutralizarea unor metaboliti endogeni cu potential de
afectare a organului si organismului in general.

Totodatd, intoxicatia acutd cu etilenglicol reprezintd un model fezabil de cercetare
experimentala a hepatopatiilor toxice dat fiind prezenta manifestarilor concludente si specifice

morfologice s1 metabolice de afectare a ficatului.

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

Studiul actiunii CBA autohtoni sintetici, de tip baze Schiff si a compusiilor lor
coordinativi cu metale 3d a evidentiat influenta semnificativa a acestor substante obtinute
prin sinteza chimica asupra nivelului de glutation si tioli-proteici in conditii fiziologice
(tabelul 3.4).

Studiul continutului diferitor tioli in ficatul animalelor de laborator intacte a stabilit ca
in hepatocite prevaleazd forma redusd, functional activa, a glutationului. Continutul de

glutation redus a fost semnificativ mai mare comparativ cu cel de glutation oxidat — 11,24 +
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0,49 pmol/g tesut vs 1,45 + 0,25 pmol/g tesut (p<0,001). Totodata, valorile glutationului
total sunt considerabil mai mici (12,70 + 0,40 umol/g tesut) comparativ cu cel al gruparilor
tiolice proteice (22,11 + 1,72 mol/g tesut, p<0,001) apreciate in homogenatul hepatic al
animalelor de laborator 1n conditii fiziologice (tabelul 3.4).

Valorile mari ale raportului GSH/GSSG, identificat in hepatocitele animalelor martor,
denota gradul Tnalt de protectie antioxidanta a celulelor ficatului sdnatos, care este adaptat la
functionarea in conditii de agresiune toxicd continud, specifice organului responsabil de
majoritatea proceselor de detoxifiere a substantelor exo- si endogene toxice. Nivelul
important al gruparilor tiolice proteice sustine acest sistem, constituind o rezerva accesibila
de tioaminoacizi, in special, cisteina, care poate fi utilizata la sinteza de novo a GSH.

Administrarea CBA — CMD-4, CMD-8 si CMJ-23, in doza de 100 nmol/kg masa
corporald a determinat modificari de diferitd amploare si directie a continutului de glutation
total, a formelor lui redusa si oxidata si a gruparilor tiolice proteice in homogenatul tesutului
hepatic al animalelor sanatoase (tabelul 3.4).

Toti compusii inclusi In studiu au indus micsorarea nivelului de glutation total si
glutation redus (GSH). Nivelul de glutation total a fost diminuat de CMD-4 de la
12,70+0,40 pana la 10,22+0,49 pmol/g tesut (cu 19,5%, p<0,01), de CMD-8 de la
12,70+0,40 pumol/g tesut pana la 9,27+0,99 umol/g tesut (cu 27%, p<0,001) si de CMJ-23
de la 12,70+0,40 pana la 9,13+0,58 pmol/g tesut (cu 29%, p<0,001). Valorile glutationului
redus au fost diminuate de CMD-4 cu 19,4% (de la 11,24+0,49 pumol/g tesut pana la
9,06+0,47 pumol/g, p<0,001), de CMD-8 cu 29,4% (de la 11,24+0,49 umol/g tesut pana la
7,94+1,01 umol/g, p<0,01) si de CMJ-23 cu 25,6% (de la 11,244+0,49 umol/g tesut pana la
8,36+0,57 umol/g, p<0,01).

Totodata, nivelul GSSG nu a fost influentat concludent statistic de CBA cercetati, cu
exceptia CMC-23, care a indus micsorarea cu 48% (de la 1,45+£0,25 pana la 0,76+0,09
umol/g tesut, p<0,05) a glutationului oxidat in ficatul animalelor intacte (tabelul 3.4).

Valorile gruparilor tiolice proteice, la fel, nu s-a modificat semnificativ statistic la
administrarea CBA testati, mentindndu-se la valori practic normale. Doar CMD-4 a indus o
tendintd de micsorare a grupelor tiolice proteice la sobolanii martor, care au atins valori de

19,92+0,50 mg/g tesut (-10%, p>0,05).

72



Tabelul 3.4

Influenta unor CBA autohtoni asupra nivelului de glutation

si tioli in tesutul hepatic la animalele intacte

Loturile | Glutation total, | Glutation redus, | Glutation oxidat, | -SH-grupe prot.
de studiu | pmol/g tesut pmol/g tesut pmol/g tesut mg/g tesut
Martor 12,70+0,40 11,24+0,49 1,45+0,25 22,11%1,72
100% 100% 100% (100%)
CMD-4 10,22+0,49* 9,060,47* 1,54+0,39 19,92+0,50
80,47% 80,60% 106,21% (90%)
CMD-8 9,27+(0,99%* 7,94+1,01* 1,33+0,23 22.37+0,91
73,00% 70,64% 91,72% (101%)
CMJ-23 9,13+0,58** 8,36+0,57* 0,76+0,09* 21,75+1,50
71,89% 74,38% 52,41% (98%)

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

Astfel, la animalele intacte CBA sintetici de tip baze Schiff au indus depletia

rezervelor de glutation, preponderent din contul formei reduse, cu conservarea concomitenta
a continutului de grupatri tiolice proteice. S-a atestat ca actiune mai variata exercita CMJ-23,
care influenteaza atat nivelul glutationului total, cat si al ambelor forme ale compusului, pe
cand CMD-4 si CMD-8 nu modifica valorile glutationului oxidat. Nici un compus nu a
modulat statistic veridic nivelul de grupari tiolice proteice.

CBA sintetici de tip baze Schiff si compusii lor coordinativi cu metalele 3d nu exercita
actiune semnificativa asupra activitatii enzimelor metabolismului glutationului — GR, GPO,
GST si Grx (tabelul 3.5).

Dintre CBA studiati — CMD-4, CMD-8 si CMJ-23, modificari semnificative statistic
ale activitatiit GR, GST si Grx nu a indus niciun compus. Totusi toti CBA luati in studiu
determind o tendintd de diminuare de diferitd amploarea a activitdtii enzimelor
metabolismului glutationului. Astfel, nivelul functional al GR a manifestat o tendinta de

micsorare cu cca 8-18% (p>0,05), a GST cu cca 4-12% (p>0,05) si a glutaredoxinei cu cca
5-32% (p>0,05). Activitatea GR si GST este influentata cel mai potent de CMD-8, iar a Grx
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— de CMJ-23. Activitatea glutation peroxidazei nu este influentatd de niciunul din CBA
studiati, activitatea enzimei fiind in limitele de 100-106% ale valorilor de referinta.

Astfel, CBA studiati mentin procesele consumatoare de GSH - neutralizarea
peroxidului de hidrogen si a peroxizilor organici, determinate de glutation peroxidaza, la
nivel identic cu cel specific animalelor intacte datoritd conservarii nivelului functional
normal al enzimei. Totodata, utilizarea GSH in procesele de neutralizare a xenobioticelor de
catre GST este nesemnificativ diminuata la animalele carora le-au fost administrate CBA de
tip baze Schiff.

Tabelul 3.5
Influenta unor CBA autohtoni asupra activitatii enzimelor
metabolismului glutationic in tesutul hepatic la animalele intacte
Loturile GR GPO GST Glutaredoxina
de studiu | (nmol/s.g prot.) | (nmol/s.g prot.) | (nmol/s.g prot.) | (nmol/s.g prot.)
Martor 30,12+2,91 29,44+2.11 31,22+1,92 14,16+2,37
(100%) (100%) (100%) (100%)
27,56+1,02 29,44+1,73 30,07+1,12 13,45+3,39
CMD-4
(92%) (100%) (96%) (95%)
24,59+1,71 30,39+2,26 27,51+1,02 12,73+0,89
CMD-8
(82%) (103%) (88%) (90%)
26,92+1,96 31,174£3,43 28,18+1,40 9,68+0,82
CMJ-23
(89%) (106%) (90%) (68%)

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

Scaderea simultand a activitatii glutation reductazei, ce regenereazd GSH din forma
oxidatd, determind diminuarea rezervelor de glutaion redus si capacitatea sistemului
glutationic de a neutraliza diversi compusi chimici nocivi si a restabili forma functional
activa a glutaredoxinei. Ultima ipoteza este sustinutd de micsorarea nivelului Grx, utilizata
in reactiile de deglutationizare a proteinelor, precum si de mentinerea la valori fiziologice a
continutului de grupari sulthidril proteice care sunt tinta reactiilor de glutationizare.

In cercetarea influentei compusilor coordinativi autohtoni de tip baze Schiff ce contin

cupru — CMT-28 si CMT-67, asupra activitatii glutation reductazei, glutation peroxidazei si
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glutation-S-transferazei in ficatul animalelor in conditii fiziologice s-au observat modificari
statistic concludente ale capacitatii functionale a acestor enzime (figura 3.14).

Ambii compusi amplifica statistic concludent activitatea glutation reductazei — CMT-28 de
cca 2,6 ori (cu 162%, p<0,001), iar CMT-67 de cca 3,3 ori (cu 230%, p<0,001), comparativ
cu valorile identificate la animalele din lotul martor (100%). Activitatea glutation
peroxidazei nu este influentatd de CMT-28, care se mentine la valoarea de 98% din cea

martor, si se mareste dupa administrarea CMT-67 cu 21% (p<0,01).
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Fig. 3.14. Activitatea glutation reductazei (GR), glutation peroxidazei (GPO) si glutation-S-
transferazei (GST) in ficatul animalelor intacte 1a administrarea CMT-28 si CMT-67 (%)

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

Totodata, atat CMT-67, cat st CMT-28 administrat animalelor sanatoase determina
diminuarea statistic concludentd a activitatii GST cu, respectiv, 40% (p<0,001) si 45%
(p<0,001) comparativ cu martorul (figura 3.14).

Compusii coordinativi ai metalelor (CMT-67) induc o tendinta neveridica de micsorare
a activitatii glutaredoxinei de la 14,16+2,37 pana la 12,57+1,86 nmol/s.g prot (cu 11%,
p>0,05). Continutul de grupe tiolice proteice nu se modificd la administrarea compusilor
testati animalelor sanatoase (figura 3.15).

Comparativ cu CMD-4, CMD-8 si CMJ-23, compusii coordinativi ai cuprului CMT-28

si CMT-67 manifesta actiune benefica asupra metabolismului glutationului prin optimizarea
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activitatii enzimelor implicate. Mentinerea activitatii normale a GPO asigurd neutralizarea
peroxizilor formati fiziologic si patologic, iar amplificarea nivelului functional al GR
contribuie la reducerea eficientd a glutationului consumat in reactiile catalizate de GPO.
Astfel, la actiunea acestor compusi la animalele intacte se atestd o optimizare vadita a

activitatii tandemului GPO/GR.
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Fig. 3.15. Modificarile activitatii glutaredoxinei (nmol/s.g prot.) si a continutului

HS-grupelor proteice (mg/g tesut) in ficatul animalelor intacte la administrarea CBA.

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

Totodata, s-a relevat diminuarea actitivatii GST, deci descresterea capacitatii de
neutralizarea a xenobioticelor prin acest mecanism si consumul subsecvent al glutationului
redus. Posibil, diminuarea Grx constatata la animalele carora li s-a administrat CMT-67 este
determinata de consumul compusului in procesele de dezintoxicare a substantelor nocive in
hepatocite cu scopul de a compensa carentele capacititii de detoxifiere cauzate de
diminuarea activitatii GST.

Putem conchide ca compusii CMT-28 si CMT-67 exercitd actiune diferitd de cea
exercitatda de CMD-4, CMD-8 si CMJ-23. Aceastad proprietate creeaza posibilitatea de a
utiliza specific compusii studiati in scopul modularii activititii enzimelor metabolismului
glutationic si tiol-disulfidic si a continutului de glutation total, redus si oxidat, precum si de
glutaredoxina si grupari tiolice proteice cu scopul mentinerii homeostaziei tiol-disulfidice in

hepatocit in conditii fiziologice.
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Efectele benefice asupra indicilor metabolismului tiol-disulfidic in diverse stari, atat
fiziologice, cat si patologice, ale remediilor obtinute din cianobacteria Spirulina platensis au
fost relevate in mai multe cercetari antecedente [13, 36, 139, 119]. Totodata, in majoritatea
studiilor anterioare a fost elucidata actiunea extractelor sau a pulberii obtinute din masa
uscatd a bacteriei. Formele respective reprezintd un amestec de diferite substante biologic
active si nu este cunoscut principiul activ cardinal, care determina actiunea remediului.
Cercetarea noastra s-a axat pe studiul actiunii unui extract policomponent obtinut din
cianobacteria Spirulina platensis — BioR, comparativ cu un remediul monocomponent —
PSS, care continea doar polizaharidele sulfatate (PSS) extrase si purificate din aceeasi
cianobacterie.

Rezultatele evaluarii influentei BioR administrat in combinatie cu CMT-67 si CMT-28
asupra activitatii enzimelor metabolismului glutationic in ficatul animalelor martor sunt

prezentate in figura 3.16.
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Fig. 3.16. Influenta CBA asupra activitatii glutation reductazei (GR), glutation peroxidazei
(GPO) si glutation-S-transferazei (G-S-T) in ficatul animalelor intacte (%).

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

CBA testate exercita actiune similara asupra activitatii GR, GPO si GST in ficat in
conditii fiziologice. BioR in combinatie cu CMT-67 micsoreaza semnificativ statistic nivelul
functional al tuturor enzimelor investigate. Activitea GR s-a micsorat comparativ cu valorile

depistate la animalele intacte cu 49% (p<0,01), iar a GPO si GST cu 64% (p<0,001 in
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ambele cazuri). Administrarea concomitentd a BioR si CMT-28 exercitd o actiune mai
pronuntata, diminuand activitatea GR cu 75% (p<0,01), a GPO — cu 46% (p<0,001) si a
GST — cu 45% (p<0,001) fata de nivelul specific martorului.

Astfel, monotratamentul cu compusii coordinativi ai cuprului CMT-28 si CMT-67
determina efecte benefice, caracterizate prin amplificarea activitatii GR si GPO, pe cand in
cazul suplimentarii terapiei cu remediul cianobacterian BioR s-a atestat o actiune diametral
opusa — diminuarea activitdtii acestor enzime. Doar in cazul GST nu au fost constatate
diferente in actiunea solitarda a compusilor coordinativi ai cuprului (CMT-28 si CMT-67) si
combinata cu remediul cianobacterian BioR.

Identificarea diferentelor raspunsului enzimelor metabolismului glutationic la
administrarea individuala sau combinatd a CBA autohtoni cercetati, permite de a elabora
scheme de tratament diferentiat in functie de necesitatile de mentinere sau restabilire a
homeostaziei hepatice si/sau modulare a potentialului antioxidant al organului.

Rezultatele studiului actiunii PSS asupra indicilor metabolismului glutationic si tiol-
disulfidic sunt insumate in datele statistice din tabelul 3.6.

Studiul efectuat a relevat ca remediul cianobacterian PSS contribuie la diminuarea
continutului glutationului total cu 1,3 pumol/g tesut de la 12,1+0,06 pana la 10,8+0,14
pumol/g tesut (-11%, p<0,001), dar si a formei reduse a compusului cu 1,5 pmol/g tesut de la
11,3£0,03 pana la 9,8+0,09 pumol/g tesut (13%, p<0,001) in ficatul animalelor lotului
martor.

Dupa administrarea PSS nivelul glutationului oxidat creste neveridic de la 0,9+0,07
pana la 1,4+0,52 umol/g tesut comparativ cu valorile depistate la animalele intacte (+64%,
p>0,05), iar raportul GSH/GSSG scade de la 12,6 pana la 7,0, deci este de cca 1,7 ori mai
mic comparativ cu cel specific animalelor intacte (p<0,01).

De asemenea, s-a diminuat cu 12% si continutul de grupe tiolice ale proteinelor (de la
94,448,57 pana la 83,3+6,91 mg/g tesut), dar schimbarea a fost nesemnificativa statistic.

Modificarile nivelului glutationului si ale formelor lui redusa si oxidata, precum si ale
grupelor tiolice proteice sunt strans corelate cu activitatea enzimelor ce asigura
metabolismul glutationului si tiol-disulfidic. Rezultatele studiului activitatii acestor enzime
la animalele sanatoase si dupa administrarea remediului cianobacterian PSS sunt prezentate
in tabelul 3.6.

Evaluarea activitatii GR, care detine rolul principal in reciclarea glutationului prin

reducerea glutationului oxidat, demonstreaza ca activitatea enzimei se micsoreaza
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semnificativ statistic de la 2,05+0,03 pana la 1,65+0,02 pumol/s.g prot. (-20%, p<0,001), ce
poate explica modificarile continutului glutationului total si ale formelor lui in omogenatul

hepatic al animalelor dupa administrarea PSS.

Tabelul 3.6
Influenta PSS asupra indicilor metabolismului tiol-disulfidic in ficatul animalelor sanatoase
Loturile de studiu
Indicii studiati
Martor PSS

Glutation total, pmol/g tesut 12,1+0,06 10,8+0,14 (89%)***
GSH, pmol/g tesut 11,3+0,03 9,8+0,09 (87%)***
GSSG, pumol/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%)***
GST, 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, mg/g tesut 94,4+8,57 83,3+6,91 (88%)

Nota: GSH — glutation redus; GSSG — glutation oxidat; GR — glutation reductaza; GST —
glutation-S-transferaza; TrxR — tioredoxin reductaza.

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

De asemenea, la administrarea PSS animalelor intacte, activitatea tisulara a GST ce
manifestd o tendintd neveridica de reducere cu 11% (de la 142,5+14,05 pana la 127,7+12,19
nmol/s.g prot., p>0,05), comparativ cu nivelul activitatii enzimei la animalele din lotul
martor. Concomitent s-a atestat micsorarea substantialad a fortei catalitice a TrxR cu 36% (de
la 84,364+2,92 pana la 53,67+6,67 nmol/s.g prot., p<0,05) si a glutaredoxinei cu 28% (de la
31,3+£0,46 pana la 22,4+0,86 nmol/s.g prot., p<0,05) fata de nivelul martorului.

Putem conchide ca administrarea sobolanilor intacti a polizaharidelor sulfatate obtinute
din cianobacteria Spirulina platensis induce supresia metabolismului glutationic si tiol-

disulfidic, ce se manifesta prin diminuarea tuturor indicilor metabolismului glutationic si
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tiol-disulfidic studiati cu exceptia nivelului de glutation oxidat. Modificarile inregistrate au
fost de diferita amploare — atat veridice statistic, cat si neconcludente.

Micsorarea continutului de glutation total si redus, asociatd cu cresterea concentratiei
de glutation oxidat, releva inducerea proceselor ce utilizeaza forma redusa a compusului —
neutralizarea peroxizilor de hidrogen sau organici (de ex.: ai acizilor grasi polienici).
Scaderea activitatii glutation reductazei, produsd de administrarea PSS, nu permite
reducerea glutationului oxidat si restabilirea nivelului de glutation redus, cu diminuarea
semnificativa a raportului dintre aceste doud forme a compusului si dereglarea homeostaziei
redox a hepatocitului.

De asemenea, poate contribui la diminuarea valorilor glutationului redus procesul de
glutationizare a diferitor compusi endo- si exogeni, inclusiv a proteinelor. Consumul
glutationul in reactiile de glutationizare a proteinelor este sugeratd si de diminuarea
nivelului de grupari tiolice proteice libere, ele fiind sediul atasarii glutationului in reactiile
respective.

Totodatda, scaderea gruparilor tiolice libere proteice poate fi conditionatd si de
micsorarea semnificativa a activitatii tioredoxin reductazei. Enzima, responsabilda de
reducerea gruparilor disulfidice Tn compusii organici, inclusiv in proteine, este potent
inhibata 1n ficatul animalelor dupa administrarea PSS.

In concluzie putem afirma ca CBA autohtoni sintetici — baze Schiff, complexe cu
metale 3d (CMD-4, CMD-8, CMJ-23, CMT-28 si CMT-67), si naturali — polizaharide
sulfatate din cianobacteria Spirulina platensis (PSS), exercita actiune diferitd asupra
metabolismului glutationic si tiol-disulfidic in ficatul animalelor sdndtoase. Bazele Schiff,
complexe cu metale 3d, denota efecte modulatoare — atat de micsorare, cat si de amplificare,
a continutului sau activitatii anumitor compusi ai sistemului glutationic si tiol-disulfidic in
ficat, pe cidnd PSS manifestd actiune supresoare asupra practic tuturor indicilor
metabolismului glutationic si tiol-disulfidic in hepatocitele sobolanilor intacti.

Actiunea polivalentd a CBA autohtoni studiati, elucidatd in cercetarea actuala,
contureazd perspectiva utilizarii lor individuale si specifice in functie de necesitatile
organismului, in vederea optimizarii statutului redox, mentinerii sau restabilirii homeostaziei

tiol-disulfidice si cresterii capacitatii de dezintoxicare si protectie a ficatului.
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3.2. Influenta CBA autohtoni asupra indicilor stresului oxidativ si ai sistemului
antioxidant in ficat In conditii fiziologice

SRO si SRN detin functii importante in mentinerea homeostaziei organismului si
reglarea proceselor metabolice si fiziologice. Este certd implicarea radicalilor liberi in
apoptoza, inducerea genelor responsabile de protectia imunologica, participarea la
degradarea compusilor fagocitati, recrutarea leucocitelor catre situsurile inflamatiei,
activarea sistemelor de transport ionic, reinnoirea membranelor biologice, activitatea in
calitate de mesageri secunzi, reglarea tonusului vascular etc. [31, 65, 155, 227].

Totodata, radicalii liberi sunt responsabili de afectarea organelor si tesuturilor la nivel
celular si molecular in numeroase maladii si stari patologice, inclusiv, bolile hepatice
(hepatite cronice, ciroza hepaticd) prin mai multe mecanisme. Este certd amplificarea
producerii SRO si SRN cu declansarea stresului oxidativ si subsecvent a oxidarii peroxidice
a lipidelor in bolile ficatului, in special in cele toxice, dar si virale, infectioase, autoimune
etc. [103, 99, 108].

Astfel, identificarea a noi compusi hepatotropi cu potential antioxidant este de interes
major pentru medicina moderna, dar si pentru industria farmaceutica si/sau biotehnologica,
dat fiind oportunitatile utilizarii lor in calitate de principii active in elaborarea
medicamentelor sau a remediilor profilactice.

Rezultatele evaluarii influentei unor compusi biologic activi (CBA) autohtoni noi
asupra proceselor de oxidare cu radicali liberi ai oxigenului si azotului sunt expuse in datele
statistice din tabelul 3.7.

S-a stabilit ca administrarea PSS nu provoacd modificari statistic semnificative ale
indicilor stresului oxidativ si ai oxidarii peroxidice a lipidelor in ficatul sobolanilor sanatosi.

Continutul de NO creste nesemnificativ cu 11% comparativ cu cel specific animalelor
intacte. La fel, nivelul hidroperoxizilor lipidici si al dialdehidei malonice denotd tendinte
neconcludente de crestere cu, respectiv, 30% (de la 4,3+2,92 pana la 5,6+0,7 uc/g tesut) si
14% (de la 0,28+0,02 pana la 0,32+0,02 pumol/g tesut) (p>0,05 in ambele cazuri).

Astfel, in conditii fiziologice PSS induce nesemnificativ producerea oxidului nitric si
intensitatea proceselor de oxidare peroxidica a lipidelor, ce poate contribui la realizarea
functiilor fiziologice ale celulei dependente de acesti compusi, dat fiind implicarea NO in
multiple cdi de semnalizare si subsecvent de reglare a cdilor metabolice si proceselor
fiziologice, iar a peroxizilor lipidelor in biosinteza eicosanoizilor — potenti reglatori locali

lipofili.
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Tabelul 3.7
Indicii stresului oxidativ in ficat In conditii fiziologice

si la administrarea polizaharidelor sulfatate din Spirulina platensis

Loturile de studiu Martor PSS
NO, umol/g tesut 1,3+0,2, 100% 1,5+0,1, 111%
HPL, uc/g tesut 4,3+2.92, 100% 5,6+0,7, 130%
DAM, pmol/g tesut 0,28+0,02, 100% 0,32+0,02, 114%
AGE, uc/g tesut 6,45+0,21, 100% 4,25+0,31, 66% ***
PIM, umol/g tesut 2,05+0,08, 100% 2,66+0,16, 130%**
PPOA, pumol/g tesut 13,97+1,55, 100% 19,65+1,54, 141% *

Nota: NO — oxidul nitric; HPL — hidroperoxizii lipidici; DAM — dialdehida malonica; AGE
— produsele finale de glicare avansatd; PIM — proteina ischemic modificatd; PPOA —
produsele proteice de oxidare avansata; PSS — polizaharide sulfatate din Spirulina platensis.

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

Utilizarea preponderentd a hidroperoxizilor lipidici in sinteza eicosanoizilor este
sugerata si de cresterea semnificativ mai micd a continutului de DAM — produs final al
oxidarii peroxidice a lipidelor (de la 0,284+0,02 péand la 0,32+0,02 pmol/g tesut, +14%,
p>0,05). Disproportionalitatea dintre majorarea continutului produsilor initiali ai peroxidarii
lipidelor — HPL, si a celor finali — DAM, releva redirectionarea hidroperoxizilor lipidelor
din reactiile in lant ale oxidarii peroxidice a lipidelor spre alte cdi de utilizare, inclusiv
biosinteza prostaglandinelor, prostaciclinelor si altor reglatori locali.

Totodata, valorile unor produsi ai stresului oxidativ indus de radicalii liberi, s-a
modificat concludent la administrarea PSS. Nivelul AGE s-a diminuat dupa tratamentul cu
PSS de la 6,45+0,21 pana la 4,25+0,31 uc/g tesut (-34%, p<0,001), ce denota efectul benefic
al PSS de diminuare a glicarii si a afectarii functiilor celulare si tisulare, determinatd de
inactivarea proteinlor functionale, inclusiv a enzimelor, afectarea structurala a
macromoleculelor (proteine structurale, acizi nucleici etc.), etc. (tabelul 3.7).

PSS exercita actiune potentd asupra starii proteinelor in conditii fiziologice, amplificand
procesele de oxidare a acestor compusi. Rezultatele studiului prezentate in tabelul 3.7 releva

cd administrarea PSS animalelor intacte induce cresterea peste valorile martorului a nivelului
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de PIM si PPOA cu 30% (de la 2,05+0,08 pana la 2,66+0,16 pmol/g tesut, p<0,01) si
respectiv 41% (de la 13,97+1,55 pana la 19,65+1,54 umol/g tesut, p<0,05) [17].

Cresterea PIM si PPOA, formarea carora este stimulatd in conditiile de stres oxidativ,
coreleaza cu majorarea produsilor clasici ai oxidarii peroxidice a lipidelor (HPL si DAM).
Totusi rezultatele obtinute releva o susceptibilitate mai mare a proteinelor, la actiunea
prooxidantd a PSS modificérile carora sunt concludente statistic, comparativ cu lipidele —
dereglarile carora nu au fost veridice.

Posibil, paternul respectiv de modificari oxidative este determinat si de particularitatile
sistemului de protectie antioxidantd si antiperoxidica a ficatului si schimbarile acestor
sisteme induse de administrarea PSS.

Rezultatele investigarii modificarilor sistemului antioxidant in ficatul animalelor
sanatoase carora li s-a administrat PSS sunt reflectate in datele statistice din tabelul 3.8.

La administrarea PSS se atestd cresterea cu 22%, de la 3,4+0,27 pana la 4,1+0,02
umol/s.g tesut (p<<0,05) a nivelului antioxidantilor hidrofobi, apreciati prin nivelul AAT in
faza hexanicad, pe cand valorile antioxidantilor hidrofili (AAT in faza izopropanolicd)
manifestd o diminuare neveridicad cu 20% de la 2,3+0,36 pana la 1,8+0,09 umol/s.g tesut
(p>0,05). Astfel, PSS exercitd actiune de orientare opusd asupra antioxidantilor de diferita
natura.

Este posibil ca cresterea AAT in faza hexanica a prevenit amplificarea veridica a
oxidarii peroxidice a lipidelor si acumularea HPL si a DAM relevata anterior. Totodata,
diminuarea AAT in faza izopropanolica, hidrofild, poate fi cauza amplificarii oxidarii
compusilor hidrofili, inclusiv a proteinelor, ce determind cresterea nivelului de PIM si
PPOA.

La administrarea PSS animalelor intacte din grupul martor s-au atestat schimbari
semnificative ale indicilor compartimentului enzimatic al sistemului antioxidant. S-a stabilit
ca activitatea enzimelor acestui sistem se micsoreaza la sobolani dupa administrarea PSS.
Semnificativ a fost diminuata activitatea SOD si GPO, pe cand activitatea catalazei a relevat
doar o tendintd de micsorare. Nivelul functional al SOD s-a diminuat de la 1298+86,5 pana
la 1001+65 uc/g prot., ce constituie 77% din valorile de referinta (p<0,05). Activitatea GPO
a relevat o diminuare semnificativa statistic cu 20%, de la 99,9+7,78 pana la 79,7+1,34

nmol/s.g prot. (p<0,05). O tendintd de neconcludenta statistic de micsorare cu 9%, de la
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46,78+8,58 pana la 42,41+10,08 umol/s.g prot. (p>0,05), a manifestat activitatea catalazei la

administrarea PSS animalelor intacte.

Tabelul 3.8

Indicii sistemului antioxidant in ficat in norma si la administrarea PSS

Loturile de studiu Martor PSS

AAT in faza hexanica
3,4+0,27, 100% 4,1+0,02%, 122%

pmol/s.g tesut

AAT 1in faza izopropanolica
2,3+0,36, 100% 1,8+0,09, 80%

pmol/s.g tesut

SOD, uc/g prot.

1298+86,5, 100%

1001+65, 77%*

Catalaza, pmol/s.g prot.

46,78+8,58, 100%

42,41+10,08, 91%

GPO, nmol/s.g prot.

99,9+7,78, 100%

79,7+1,34, 80%*

Nota: AAT — activitatea antioxidanta totala; SOD — superoxid dismutaza; GPO — glutation
peroxidaza.

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

Astfel, influenta PSS asupra capacitatii de protectie antioxidanta a ficatului la
animalele de laborator sadnatoase se manifestd prin deprimarea gradului de protejare
antioxidantd si antiperoxidicd in compartimentul hidrofil, demonstrat prin diminuarea AAT
in faza izopropanolicd si a activitdtiit SOD, GPO si catalazei. Concomitent a fost majorat
concludent potentialul de aparare antioxidanta in mediile hidrofobe, fenomen atesta de
amplificarea concludentda a AAT in faza hexanica.

Investigarea influentei PSS asupra indicilor stresului oxidativ si ai sistemului
antioxidant 1n ficatul animalelor sdndtoase a relevat actiunea coordonatd a compusului, care
s-a manifestat prin schimbari corelate ale acestor markeri.

Administrarea PSS nu determina modificari statistic veridice ale indicilor stresului
oxidativ si ai oxidarii peroxidice a lipidelor in ficatul sobolanilor sanatosi, dar totodata s-a
majorat concludent activitatea antioxidatnta totala in compartimentul hidrofob, apreciata
prin dozarea AAT in faza hexanica. Astfel, amplificarea gradului de protectie antioxidanta
in acest compartiment, poate fi cauza mentinerii n limitele valorilor de referintd a indicilor

ce reflecta intensitatea oxidarii peroxidice a lipidelor, deci ale HPL si DAM. Discrepantele
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dintre continutul produsilor initiali ai peroxidarii lipidelor si celor finali — HPL si DAM,
respectiv, pe fundalul tendintei neveridice de crestere a indicilor oxidarii peroxidice a
lipidelor studiati pot fi determinate si de inducerea de catre PSS prin intermediul Toll-
receptorilor a proceselor tisulare asociate cu producerea mediatorilor locali, inclusiv a celor
sintetizati din produsii intermediari ai peroxidarii lipidelor — eicosanoizilor.

Administrarea PSS animalelor intacte afecteaza semnificativ procesele oxidative si
antioxidante in compartimentul hidrofil, fenomenul fiind relevat de diminuarea AAT 1in faza
izopropanolica, micgorarea activititii enzimelor antioxidante studiate (SOD, GPO si
catalaza) si cresterea nivelului produsilor oxidarii proteice — PIM, PPOA si AGE.

Reducerea capacitatii de neutralizare a speciilor reactive ale oxigenului, In special, a
superoxidanion radicalului si peroxidului de hidrogen, datoritd scaderii activitatii SOD si
catalazei, poate fi cauza principald a amplificarii proceselor de oxidare a proteinelor tisulare
cu acumularea proteinelor ischemic modificate si propdusilor proteici de oxidare avansata.

Putem concluziona ca administrarea PSS exercitd efecte protectoare asupra
compartimentului nepolar prin cresterea nivelului de protectie antioxidantd a compusilor
hidrofobi si, astfel, se mentine in limitele fiziologice oxidarea peroxidicd a lipidelor.
Totodatda, In compartimentul hidrofil se atestd diminuarea capacititii de apdrare fata de
stresul oxidativ si majorarea semnificativd a oxidarii compusilor organici, in special a
proteinelor.

Astfel, utilizarea PSS permite modularea individuald a proceselor oxidative si
antioxidante in ficatul subiectilor sdnatosi, ce creeaza oportunitati de elaborare a unor noi

scheme de preventie specificd a maladiilor hepatice.

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

Administrarea tetraclorurii de carbon este o metoda clasica de producere a patologiei
hepatice [154], utilizata frecvent in studiile experimentale. Noxa afecteazd organul nu doar
datorita mecanismelor de dezintoxicare in ficat — conjugare, si excretia ulterioard pe cale
biliara, dar si prin inducerea stresului oxidativ si producerea in exces a radicalilor liberti,
declansarea inflamatiei cu activarea celulelor rezidente Kupffer si neutrofilelor recrutate si

,scurgerilor” de enzime degradative din celulele moarte si deteriorate.
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In functie de calea de administrarea — per 0s, intraperitoneal, intramuscular etc. si doza
— de la 0,2 pana la 5 ml/kilocorp, ciroza hepatica se dezvolta in termen de la 36 ore la 18
saptamani de la debutul intoxicarii [154]. Astfel, acest model este unul simplu si avantajos
de studiu al cirozei hepatice experimentale pe modelul de sobolan.

Datele analizei statistice insumate in tabelul 3.9 reflectd rezultatele investigarii
modificarilor metabolismului glutationic si tiol-disulfidic in ficat in CH indusa de
tetraclorura de carbon.

In studiul nostru intoxicarea cu CCls a animalelor de laborator a afectat semnificativ
metabolismul glutationului si tiol-disulfidic. S-a stabilit diminuarea evidenta a nivelului de
glutation total de la 12,1+0,06 pana la 11,2+0,19 pumol/g tesut (-8%, p<0,01) din contul
formei reduse a compusului, nivelul careia s-a diminuat de la 11,3+0,03 pana la 10,2+0,19
umol/g tesut, ce a constituit 86% din valorile initiale (p<0,001). Concomitent au crescut
valorile glutationului oxidat de la 0,9+0,07 pana la 1,3+0,16 umol/g tesut, atingand nivelul
de 149% comparativ cu cel specific animalelor martor (p<0,05). Subsecvent s-a micsorat
considerabil raportul GSH/GSSG de la 12,6+1,1 pana la 7,8+0,6 (p<0,01).

Fenomenele atestate releva utilizarea intensd a glutationului in procesele glutation-
dependente in ficatul animalelor supuse actiunii toxice a tetraclorurii de carbon. In aceste
conditii glutationul poate fi folosit pentru neutralizarea compusilor nocivi formati in
procesul de metabolizare a tetraclorurii de carbon in ficatul animalelor experimentale sau
glutationizarea unor substante, ca mecanism de protejare sau restabilire a integritatii lor
structurale.

Indiferent de calea de consum a glutationului, compusul este metabolizat cu
participarea enzimelor cardinale glutaion-dependente. Administrarea CCls nu a influentat
important activitatea GR si GST (tabelul 3.9). S-a atestat o tendinta neveridica de majorare
a activitatii GR de la 2,05+0,03 pana la 2,17+0,06 pmol/s.g prot., atingand nivelul de 106%
de la cel de referinta (p>0,05). Activitatea GST a manifestat o tendintd inversa — de
diminuare neveridica a capacitatii functionale cu 5 % de la 142,5+14,05 pana la 135,0+4,32
nmol/s.g prot. (p>0,05). Astfel, activitatile enzimelor ce utilizeaza glutationul 1in
neutralizarea peroxizilor organici cu oxidarea compusului — GST, si restabileste forma
redusa din cea oxidata — GR, s-a mentinut la valori similare celor depistate la animalele

martor — 106% si respectiv 95%.
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Tabelul 3.9
Modificarile indicilor metabolismului tiol-disulfidic

in ficat in ciroza hepatica indusa de CCly

Loturile de studiu
Indicii studiati
Martor CH
Glutation total, pmol/g tesut 12,1+0,06 (100%) 11,2+0,19 (92%)**
GSH, pumol/g tesut 11,3+0,03 (100%) 10,2+0,19 (86%)***
GSSG, pmol/g tesut 0,9:0,07 (100%) 1,3+0,16 (149%)*
GSH/GSSG 12,6+1,1 (100%) 7,8+0,6 (62%)**
GR, pmol/s.g prot 2,05+0,03 (100%) 2,17+0,06 (106%)
GST, 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%)***
HS-grupe proteice, mg/g tesut 94,4+8,57 (100%) 83,8+7,85 (89%)

NOTA: CH — ciroza hepatici indusi de CCls; GSH — glutation redus; GSSG — glutation oxidat;
GR — glutation reductaza; GST — glutation-S-transferaza; TrxR — tioredoxin reductaza.

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

Conservarea activitatii acestor enzime la valorile normale nu compenseaza utilizarea
glutationului redus si diminuarea continutului GSH si a raportului GSH/GSSG, ce atesta
prevalenta proceselor cosumatoare de glutation redus fata de cele ce regenereaza compusul
chimic. Depletia glutationului redus este un fenomen atestat si de alti savanti ca semn
specific pentru afectarea hepaticd de diferitd geneza, dar in special in patologiile insotite de
stres oxidativ cu amplificarea proceselor prooxidative si diminuarea capacitatii de protectie
antioxidanta [50, 70, 88, 96].

In cirozd hepatici indusi de administrarea tetraclorurii de carbon s-a identificat
scaderea semnificativd a activitdtii tioredoxinreductazei si glutaredoxinei comparativ cu
valorile specifice animalelor intacte (tabelul 3.9). Astfel, activitatea TrxR s-a micsorat de la

84,364+2,92 pana la 75,56+0,83 nmol/s.g prot., deci cu 11% (p<0,05) compartiv cu valorile
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de referinta. Nivelul glutaredoxinei a suferit modificari mai importante, micsorandu-se cu
41% (p<0,001) — de la 31,3+0,46 pana la 18,6+1,0 nmol/s.g prot.

Luand in considerare rolul tioredoxin reducatazei in mentinerea homeostaziei redox-
tiolice nemijlocit sau in complex cu tioredoxina prin reducerea NADPH-dependenta a
numeroase proteine celulare oxidate, inclusiv enzime (disulfid-izomeraza sau glutation
peroxidaza), precum si a altor molecule de diferita natura cum sunt selenitul, hidroperoxizii
lipidici, dehidroascorbatul si altele, micsorarea statistic concludentd a activitatii enzimei
afecteaza capacitatea ficatului de a mentine In formd redusa grupdrile tiolice din variate
substante. Totodatad, glutaredoxina contribuie la acest proces de reducere a grupelor tiolice
cu consum ulterior de glutation pentru regenerare. Micsorarea continutului ambilor
substante conditioneaza amplificarea oxidarii substantelor organice.

Aceste supozitii sunt confirmate de afectarea oxidativa a proteinelor si se manifesta
printr-o tendinta neveridica de scadere a nivelului de grupe tiolice proteice de la 94,4+8,57
pana la 83,8+7,85 mg/g tesut, deci cu 11% (p>0,05) comparativ cu valorile de referinta
stabilite Tn lotul martor.

Studiul efectuat a constatat ca in CH se produce o amplificare a stresului oxidativ si
subsecvent o crestere elocventa a proceselor oxidative, fenomen confirmat prin acumularea
unei cantitati sporite de HPL, AGE, PIM si PPOA (tabelul 3.10).

La intoxicarea cu CCls se atestd o crestere veridica a continutului de HPL cu 77%
(p<0,05) fata de animalele lotului martor, ce a determinat sporirea valorilor compusilor de la
4,3+0,92 pana la 7,6+0,83 uc/g tesut. Valorile produsului final al oxidarii peroxidice a
lipidelor - DAM, a relevat doar tendinte statistic neconcludente de crestere de la 0,28+0,02
pana la 0,33+0,02 pumol/g tesut, depasind nivelul martor cu 17% (p>0,05).

Ca si in cazul administrarii PSS animalelor intacte, in lotul sobolanilor cu CH s-a
atestat o crestere disproportionata a produsilor oxidarii peroxidice a lipidelor, cu prevalenta
produsilor initiali — HPL, in detrementul celor finali — DAM. Posibil, acumularea DAM nu
are loc datoritd capacitatii de reactie foarte mare a aldehidei, ce determina interactiunea ei cu
compusii organici hepatici, si micsorarea continutului formei libere, care este masuratd in
reactia cu acidul tiobarbituric.

Investigatiile efectuate au identificat marirea statistic veridica a continutului PIM si
PPOA la animalele de laborator intoxicate cu tetraclorura de carbon. S-a atestat cresterea de
la 2,05+0,08 pana la 2,72+0,12 pmol/g tesut a proteinelor ischemic modificate, ce a

constituit o majorare concludenta cu 33% (p<0,001) a compusului [7]. Aprecierea
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continutului de PIM se bazeazi pe capacitatea de fixare a ionilor de cobalt (Co?*) la grupele
—SH libere ale proteinelor. In conditiile stresului oxidativ indus de administrarea de durati a
tetraclorurii de carbon, numarul gruparilor sulfhidril libere se diminueaza cu 11% (tabelul
3.10), si in consecinta se majoreaza cel al proteinelor ischemic modificate. Astfel, putem
concluziona ca modificarile acestor indici au loc cooperativ in ficatul animalelor cu ciroza

hepatica experimentala.

Tabelul 3.10

Indicii stresului oxidativ in ficat in ciroza hepatica indusa de tetraclorura de carbon

Loturile de studiu Martor CH
NO, umol/g tesut 1,3+0,2, 100% 1,35+0,19, 104%
HPL, uc/ g tesut 4,3+0,92, 100% 7,6+0,83, 177%*
DAM, umol/g tesut 0,28+0,02, 100% 0,33+0,02, 117%
AGE, uc/g tesut 6,45+0,21, 100% 4,77+0,31, 74% **
PIM, umol/g tesut 2,05+0,08, 100% 2,72+0,12, 133% ***
PPOA, pumol/g tesut 13,97+1,55, 100% 22,85+0,83, 164% ***

Nota: CH — ciroza hepaticd indusd de CCls; HPL — hidroperoxizi lipidici;, DAM —
dialdehida malonicd; NO — oxidul nitric; AGE — produsele finale de glicare avansata; 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.

In acelasi lot s-a atestat si majorarea valorilor PPOA de la 13,97+1,55 pani la
22,85+0,83 umol/g tesut, cresterea fiind statistic veridica si constituind 64% (p<0,001) [7].
Nivelul PPOA s-a modificat cel mai mult comparativ cu alti indici ai afectarii oxidative a
proteinelor — -SH grupe proteice si PIM, ce reflecta aspectul cumulativ al markerului
respectiv, nivelul caruia vorbeste despre afectarea oxidativa generalizata a proteinelor si nu
doar a grupelor tiolice proteice.

La sobolanii lotului cu ciroza hepatica s-a atestat diminuarea statistic veridica a

continutului de AGE de la 6,45 + 0,21 pana la 4,77 &+ 0,31 uc/g tesut (-26% (p<0,01) [7].
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Rezultatele atestd cd intoxicarea cu tetraclorurd de carbon induce modificari mai modeste a
metabolismului glucidic si a proceselor de glicare neenzimatica a diferitor compusi chimici.

Modificarile descrise pot fi atribuite generarii in exces sau/si neutralizarii insuficiente a
radicalilor liberi ai oxigenului si azotului. Radicalii mentionati sunt produsi in mod normal
in organism in cantitate mica, avand rolul de molecule mesager la nivel celular sau fiind
implicati in apararea celulard (in macrofage si neutrofile). Fiind generati in cantitati excesive
in decursul metabolizarii tetraclorurii de carbon in organism, in special 1n ficatul animalelor
supuse intoxicatiei de duratd cu aceastd noxa, radicalii liberi interactioneaza cu lipidele,
acizii nucleici si proteinele prin mecanisme oxidative directe sau indirecte. Aceste reactii
induc raspunsul celular de la modulari subtile pana la deteriorari oxidative grave, din care
rezultd apoptoza sau necroza celulara.

Protejarea compusilor chimici, a structurilor subcelulare si celulei, precum si a
organumului si organismului in intregime este asigurata in conditiile stresului oxidativ indus
de tetraclorura de carbon de sistemul de protectie antioxidanta.

In baza evaludrii datelor activititii antioxidante totale (tabelul 3.11), conchidem ci in
ciroza hepaticd produsa de administrarea de durati a CCls, se remarca reducerea nivelului
AAT in tesutul hepatic atat iIn mediul nepolar (faza hexanica), cat si in cel polar (faza

izopropanolica).

Tabelul 3.11

Indicii sistemului antioxidant in ficatul animalelor cu ciroza hepatica

Loturile de studiu Martor CH

AAT 1in faza hexanica, pmol/s.g tesut 3,4+0,20, 100% 2,9+0,02, 86% *
AAT 1n faza izopropanolica, pmol/s.g tesut 2,3+0,36, 100% 1,8+0,12, 80%
SOD, uc/g prot 1298486,5, 100% 1254484, 97%
Catalaza, umol/s.g prot 46,78+8,58, 100% | 47,40+0,10, 101%
GPO, nmol/s.g prot 99,9+7,78, 100% 75,6+4,45, 76% *

Nota: CH — ciroza hepatica indusa de CCls; AAT — activitatea antioxidanta totald; SOD —
superoxid dismutaza; GPO — glutation peroxidaza.

Veridicitatea diferentelor comparativ cu lotul martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001.
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AAT 1n faza hexanica s-a micsorat de la 3,4 + 0,20 pand la 2,9 + 0,02 pmol/s.g tesut,
iar in faza izopropanolica — de la 2,3 + 0,36 pana la 1,8 = 0,12 umol/s.g tesut. Astfel, AAT
s-a diminuat veridic statistic in compartimentul hidrofob cu 14% (p<0,05) si cel hidrofil —
neconcludent cu 20% (p>0,05).

Activitatea enzimelor sistemului antioxidant nu este afectatd semnificativ in ficatul
cirozat al animalelor supuse intoxicdrii cu tetraclorura de carbon. Activitatea SOD si
catalazei nu denotd tendinte de modificare mentinandu-se la valorile de 97% si 101%
compartiv cu cele de referinta specifice animalelor sanatoase (p>0,05 in ambele cazuri).

Totodata, are loc o reducere considerabild a functionalitatiit GPO de 1a 99,9 + 7,78 pana
la 75,6+4,45 nmol/s.g prot, ce a constituit o diminuare de 24% (p<0,05) comparativ cu
valorile inregistrate in lotul animalelor intacte.

Rezultatele mentionate atestd o diminuare importantd a capacititii de protectie
antioxidantd a compusilor chimici si structurilor celulare hepatice de actiunea radicalilor
oxigenului generati in exces in stresul oxidativ, produs 1n ficat la dezintoxicarea tetraclorurii
de carbon. Modificarile atestate afecteaza potent capacitatea antioxidanta in compartimentul
hidrofob, nepolar comparativ cu cel hidrofil, ce s-a manifestat prin scaderea concludenta
statistic a AAT in faza hexanica si a activitatii GPO, ce neutralizaeza peroxizii organici,
precum si majorarea veridica a nivelului produsilor oxidarii peroxidice a lipidelor — HPL si
DAM.

Evaluarea sistemului de protectie antioxidantd in compartimentul hidrofil, polar,
denota o conservare relativd a potentialului respectiv, relevat de mentinerea la valori
specifice animalelor sanatoase a activitatii SOD si catalazei, ce sunt implicate in
neutralizarea radicalilor superoxid anion si a peroxidului de hidrogen, responsabili de
initierea proceselor de oxidare atipicd a compusilor organici, si micsorarea statistic
neveridica a AAT in faza izopropanolica.

Diferentele in gradul de afectare a compusilor hidrofobi si hidrofili si a inductiei
sistemului antioxidant in diferite compartimente pot fi determinate de caracterul lipofil al
tetraclorurii de carbon si afinitatea semnificativ mai mare a noxei fatd de substantele si
mediile nepolare.

In concluzie putem mentiona, ci in conditiile intoxicatiei cu CCls a animalelor de
laborator s-a atestat declansarea stresului oxidativ si afectarea functionalitatii sistemului

antioxidant in ficat. Capacitatea de protectie antioxidantd a fost net inferioara solicitarii
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tesutului si nu a permis neutralizarea eficientd a radicalilor liberi produsi, precum si a
farmaceutice a modficarilor hepatice cu scopul preventiei propagarii modificarilor

patologice si stimularii proceselor reparative.

3.5. Modificarile indicilor metabolismului tiol-disulfidic, ai stresului oxidativ si
sistemului antioxidant in ficat in hepatopatia toxica indusa de etilenglicol

Etilenglicolul este un compus chimic cu utilitate variata in diverse domenii cum ar fi
industria chimicd, farmaceuticd, cosmetologica etc. El reprezintda o baza frecventa in
fabricarea pastei de dinti, rujurilor, cremelor, unguentelor. In practica medicald
etilenglicolul este aplicat ca solvent al medicamentelor de naturad hidrofoba, insolubile in ser
fiziologic. Totodatd, s-a atestat ca aceasta substanta si derivatii pot exercita efecte
hepatotoxice (necroza centrolobulard, depletie severa a rezervelor de glicogen si
hiperenzimemie) in maniera dozodependenta [138, 130, 95].

Rezultatele evaludrii modificarilor indicilor metabolismului tiol-disulfidic in ficat in
hepatopatia toxica indusa de etilenglicol sunt prezentate datele statistice din tabelul 3.12.

Studiul a stabilit ca activitatea enzimelor principale ale metabolismului glutationului —
GR, GPO, GST si glutaredoxinei 1n ficatul animalelor cu hepatopatie toxica produsa de
etilenglicol nu difera de cea specificd animalelor martor. Activitatea enzimelor
consumatoare de glutation s-a modificat diferit. Nivelul functional al GPO a demonstrat o
tendintd neveridica statistic de majorare de la 17,65+1,65 pana la 19,02+2,14 nmol/s.g
proteind, ce a constituit o crestere de 8% comparativ cu valorile martor (p>0,05), iar cel al
GST — de diminuare de la 4,30+1,91 pana la 4,03+1,99 nmol/s.g proteina (-6%, p>0,05).

Concomitent o tendintd neconcludenta de micsorare a activitatii s-a relevat la
evaluarea nivelului functional al GR, care era cu 3% mai mic comparativ cu cel depistat la
animalele sandtoase, valorile atinse fiind de 31,33+1,83 pumol/s.g prot.

Totodata, continutul de grupari tiolice proteice s-a majorat statistic considerabil cu
20% de la 21,99+0,96 mg/g tesut pana la 26,44+1,31 mg/g tesut (p<0,05).

Rezultatele obtinute releva ca etilenglicolul nu exercitd actiune importantd asupra
markerilor sistemului antioxidant in ficatul animalelor de laborator. Nu a fost afectata
capacitatea functionald nici a unei enzime implicate In metabolismul glutationului si tiol-

disulfidic, ce probabil asigura protejarea hepatocitului si organului in intregime de actiunea
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toxicd a compusului. Eficienta capacititii de protectie antioxidantd este confirmatd de
majorarea numarului de grupe tiolice libere, ce sunt indispensabile pentru buna functionare a

numeroase proteine active, inclusiv enzime.

Tabelul 3.12
Modificarile indicilor metabolismului tiol-disulfidic in ficat
in hepatopatia toxica indusa de etilenglicol
Loturile de studiu
Indicii studiati
Martor HT
GR, umol/s.g prot. 31,33+1,83 (100%) 30,57+4,14 (97%)
GPO, nmol/s.g prot. 17,65+1,65 (100%) 19,02+2,14 (108%)
GST, nmol/s.g prot. 4,30+1,91 (100%) 4,03+1,99 (94%)
Glutaredoxina, nmol/s.g prot. 11,34+1,52 (100%) 11,24+0,77 (99%)
HS-grupe proteice, mg/g tesut 21,99+0,96 (100%) 26,44+1,31 (120%)*

NOTA: HT — Hepatopatia toxicd indusa de etilenglicol; GR — glutation reductaza; GPO —
glutation peroxidaza; GST — glutation-S-transferaza.

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

Rezultatele evaluarii indicilor stresului oxidativ in ficat in hepatopatia toxica indusa de
etilenglicol sunt prezentate in figura 3.17.

S-a stabilit ca etilenglicolul utilizat la modelarea patologiei nu afecteaza statistic
veridic procesele de oxidare peroxidica a lipidelor in ficat. Totusi, nivelul produsului final al
oxidarii peroxidice a lipidelor — DAM, denota o tendinta de diminuare cu 17% comparativ
cu valorile specifice sobolanilor din lotul martor.

Nivelul de NO apreciat la animalele cu hepatopatie toxica indusa de etilenglicol s-a
mentinut practic identic cu cel de referintd (+1%, p>0,05), dar s-a identificat o tendinta
neconcludenta statistic de crestere a continutului de S-nitrozotioli in ficat cu 31% (p>0,05).

Probabil majorarea continutului de S-nitrozotioli pe fundalul mentinerii in limitele
valorilor de referintd a nivelului de NO poate fi consecinta metabolizarii NO, produs in

exces, si implicarea lui i a metabolitilor in procesele de S-nitrozilare a proteinelor.
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Figura. 3.17. Indicii stresului oxidativ in ficat in hepatopatia toxica
indusa de etilenglicol (%).
Nota: HT — hepatopatia toxica indusa de etilenglicol; NO — oxidul nitric; DAM — dialdehida
malonicd; 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.

Studiul a evidentiat majorarea importanta, statistic semnificativa, a AGE, care au
depasit cu 40% (p<0,05) valorile specifice sobolanilor din lotul martor. Fenomenul poate fi
asociat cu dereglarile metabolismului glucozei si oxidarea atipicd a compusului ce amplifica
implicarea ei in reactiile de glicare neenzimatica a diferitor substante.

Rezultatele cercetarii denota lipsa unor schimbari in continutul de PIM si PPOA in
ficatul animalelor cu hepatopatie toxica. Valorile acestor indici de afectare oxidativd a
proteinelor s-au mentinut la nivelul celor de referintd identificate la animalele intacte din
lotul sobolanilor martor (101% ,p>0,05 in ambele cazuri).

Rezultatele aprecierii modificarilor markerilor sistemului antioxidant in ficatul
animalelor cu hepatopatie toxicd produsa de etilenglicol sunt reflectate in datele statistice

din tabelul 3.13.
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Tabelul 3.13
Indicii sisatemului antioxidant in ficat la animalele

cu hepatopatie toxica indusa de etilenglicol

Loturile de studiu Martor HT
SOD, uc/g.prot 29,79+1,89 (100%) 28,57+4,04 (96%)
Catalaza, pmol/s.g prot 37,85+5,19 (100%) 48,03+0,71 (127%)
Dipeptidele histidinice, 0,88+0,05 (100%) 1,00+0,03 (113%)
pmol/g prot

Nota: HT — hepatopatie toxica indusa de etilenglicol; SOD — superoxid dismutaza.

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

Hepatopatia toxica produsda de administrarea etilenglicolului nu se caracterizeaza prin
schimbari semnificative ale indicilor protectiei antioxidante in ficat. S-a stabilit ca
activitatea SOD, ce neutralizeaza radicalii superoxid anion si reprezintd prima verigd de
protectie antioxidanta, se mentine la valorile lotului martor — 96% (p>0,05). Totodata,
activitatea catalazei, ce scindeaza peroxidul de hidrogen produs in reactiile de dismutare
catalizate de SOD, manifestd o tendinta statistic neveridicd de crestere cu 27% (p>0,05)
comparativ cu cea de referinta.

O tendinta, de asemenea, neveridica statistic de crestere s-a stabilit si la aprecierea
continutului dipeptidelor histidinice in homogenatul hepatic al sobolanilor din lotul cu
hepatopatie toxica indusd de etilenglicol. Continutul lor s-a majorat cu 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 du etilenglicol, dat fiind
capacitatea lor de interactiona cu compusi de asemenea natura.

Hepatopatia toxica indusa de etilenglicol se caracterizeaza prin modificari modeste ale
indicilor metabolismului tiol-disulfidic, ai stresului oxidativ si sistemului antioxidant in
ficatul animalelor de laborator.

Noxa nu afecteazd semnificativ statistic activitatea enzimaticd in ficat. Nu au fost
inregistrate devieri concludente de la valorile de referinta a activitatii enzimelor implicate in
procesele glutation-dependente — GPO, GST si GR, precum si cea a enzimelor sistemului

antioxidant — SOD si catalaza. Totusi se atesta o tendintd de majorare a activitatii enzimelor
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implicate in neutralizarea peroxizilor: a celor organici — GPO, si anorganici (peroxidul de
hidrogen) — catalaza.

Fenomenul denota cresterea capacitatii de protectie a ficatului fata de actiunea nociva a
peroxizilor — compusi chimici extrem de activi, ce pot initia procesele de oxidare peroxidica
in lant a acizilor grasi polienici din lipidele membranare — glicerofosfolipide, sfingolipide si
glicolipide, si determina deteriorarea structurii stratului bilipidic de la cresterea
permebialitatii pana la distrugerea organitelor si celulelor hepatice.

Mentinerea homeostaziei tiol-disulfidice a ficatului in conditiile intoxicarii cu
etilenglicol este demonstrata si de cresterea continutului de grupari tiolice proteice libere,
care reprezinta o tintd atacatd cu predilectie de speciile reactive ale oxigenului. Oxidarea lor
produce dereglari semnificative functionale, dat fiind prezenta grupei respective in centrele
active ale numeroase enzime, coenzime etc.

Posibil, contribuie la pastrarea in forma redusa a grupelor tiol proteice, previn afectarea
oxidativd a proteinelor si acumularea proteinelor ischemic modificate si PPOA, prin
interventia 1n neutralizarea radicalilor liberi, dipeptidele histidinice continutul carora creste
in hepatopatia toxicd indusa de etilenglicol.

Spre deosebire de proteine si lipide, care sunt destul de eficient protejate in hepatopatia
toxica produsa de etilenglicol, glucidele au relevat o inalta susceptibilitate la actiunea noxeli,
ce a determinat autooxidarea glucozei si la interactiunea produsilor generati cu proteinele cu
formare de AGE — produse finale de glicare avansatd. AGE sunt implicate in inducerea
disfunctiei endoteliale si aparitia complicatiilor vasculare in patologia hepatica, care pot fi o
cauzd a ischemiei locale si amplificarea stresului oxidativ prin mecanisme specifice
proceselor de ischemie/reperfuzie.

Afectarea endoteliald este un factor determinant al activarii NOS (nitricoxid sintazelor)
si producerii exagerate a NO. In studiul realizat valorile absolute ale NO s-au mentinut la
cele specifice animalelor martor, dar indirect cresterea NO este atestatd de majorarea
nivelului S-nitrozotiolilor, care se formeaza in rezultatul nitrozilarii proteinelor si altor

compusi tiolici cu consumul NO.
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3.6. Influenta CBA autohtoni asupra indicilor metabolismului tiol-disulfidic, ai
stresului oxidativ si sistemului antioxidant in ficat in cirozd hepaticd indusa de
tetraclorura de carbon si hepatopatia experimentala toxica indusa de etilenglicol

Maladiile hepatice se mentin In prim-planul atentiei cercetitorilor din domeniul
biomedical si farmaceutic, precum si a medicilor practici, dat fiind multitudinea de maladii
ale ficatului care se caracterizeaza prin complexitatea factorilor etiologici si a mecanismelor
patogenice de afectare a organului, imperfectiunea metodelor de preventie si a celor de
tratament, ce se soldeaza cu dezvoltarea formelor severe, disabilitarea pacientilor si chiar
decesul lor la varste tinere, apte de munca.

Este certa necesitatea identificarii a noi surse naturale sau a noi cai de sintezd chimica
a unor remedii hepatotrope cu potential profilactic sau/si terapeutic. Astfel, studiul CBA
autohtoni naturali — remediilor de origine cianobacteriand (PSS si BioR), si sintetici — baze
Schiff noi, complexe cu metale 3d, este de actualitate si importantd majorda atat pentru

medicind autohtona, cat si pentru cea mondiala.

3.6.1. Influenta CBA autohtoni asupra indicilor metabolismului tiol-disulfidic, ai
stresului oxidativ si sistemului antioxidant in ficat in ciroza hepatici indusa de
tetraclorura de carbon

Datele prezentate in tabelul 3.14 releva rezultatele evaluari influentei remediului
cianobacterian PSS asupra indicilor metabolismului tiol-disulfidic in organismul animalelor
cu ciroza hepatica indusa de tetraclorura de carbon.

Rezultatele studiului efectuat (tabelul 3.14) atesta ca in ciroza hepatica se produce o
diminuare veridica a nivelului de glutation total de la 12,1£0,06 pana la 11,2+0,19 umol/g
tesut (-8%, p<0,01), care este accentuatd de administrarea PSS si atinge valoarea de
10,4+0,41 pmol/g tesut, ce a constituit 82% din nivelul martorului (p<0,01).

Diminuarea respectiva este determinatd de scaderea pronuntatd si statistic veridica a
continutului de glutation redus (GSH) atat la intoxicarea cu tetraclorura de carbon, cét si la
remedierea cu PSS. Daca patologia determind micsorarea GSH pana la 10,2+0,19 umol/g
tesut (-14%, p<0,001), administrarea remediului cianobacterian PSS aprofundeaza
fenomenul si nivelul compusului atinge 9,94+0,09 umol/g tesut, ce reprezinta doar 88% din
cel de referinta (p<0,001).
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Tabelul 3.14
Influenta polizaharidelor sulfatate din Spirulina platensis asupra indicilor metabolismului

tiol-disulfidic in ficat in norma, ciroza hepatica si la remedierea cu PSS

Loturile de studiu
Indicii studiati

Martor CH CH + PSS

Glutation total,
12,1+0,06 (100%) | 11,2+0,19 (92%)** | 10,4+0,41 (82%; 93%)**
umol/g tesut

GSH, pmol/g tesut 11,3+0,03 (100%) | 10,2+0,19 (86%)*** | 9,9+0,09 (88%; 97%)***

GSSG, pmol/g tesut | 0,9+0,07 (100%) | 1,3+0,16 (149%)* | 0,93+0,09 (108%; 72%)

GSH/GSSG 12,6£1,1 (100%) 7,8+0,6 (62%)** 10,6+0,9 (84%:; 134%)*

GR, umol/s.g prot. | 2,05+0,03 (100%) | 2,17+0,06 (106%) | 2,11x0,03 (103%; 97%)

GST, nmol/s.g prot. [142,5+14,0 (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,
31,3+£0,46 (100%) | 18,6+1,0 (59%)*** |22,6+1,78 (72%, 122%) ***
nmol/s.g prot.

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

NOTA: CH — ciroza hepatici indusi de administrarea CCls; PSS — polizaharidelor sulfatate din
Spirulina platensis; GSH — glutation redus; GSSG — glutation oxidat; GR — glutation reductaza;
GST — glutation-S-transferaza; TrxR — tioredoxin reductaza.

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

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

In acelasi timp, administrarea PSS micsoreazi continutul antecedent crescut de GSSG
(1,3£0,16 pmol/g tesut, +49%, p<0,05) practic pana la valorile martorului (0,93+0,09
umol/g tesut, +8%, p>0,05). Subsecvent se mareste raportul GSH/GSSG cu 34% (10,6=0,9,
p<0,05) comparativ cu cel specific animalelor cu CH (7,8+0,6), atingand valoare apropiata
de cea identificata la animalele sanatoase — 12,6+1,1.

Modificarile continutului glutationului total si al formelor lui redusa si oxidata releva
implicarea pregnantd a sistemului glutationului In protectia antioxidanta a ficatului in

conditiile producerii excesive de specii reactive ale oxigenului in stresul oxidativ declansat
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de noxa. Fenomenul se caracterizeaza prin utilizarea unor cantitdti deosebit de mari de
glutation redus pentru neutralizarea radicalilor liberi si regenerarea proteinelor oxidate cu
acumularea concomitenta a glutationului oxidat.

Diminuarea concentratiei de GSSG poate fi calificatd ca fiind un mecanism de
completare a resurselor nespecifice de protectie antioxidanta celulara la actiunea diferitor
agenti prooxidanti si citotoxici, inclusiv a CCls, prin reducerea compusului la GSH de catre
GR.

Rezultatele investigarii activitatii GR nu a relevat modificari semnificative statistic la
administrarea PSS animalelor cu cirozd hepaticd indusda de CCls. Nivelul functionalitatii
enzimei s-a mentinut la valori apropiate de cele specifice animalelor intacte — 2,11+0,03
umol/s.g prot. (103%, p>0,05), ca si in cazul cirozei hepatice 2,17+0,06 pumol/s.g prot.
(106%, p>0,05).

La evaluarea activitatii GST 1n ficatul animalelor cu ciroza hepatica tratate cu PSS nu
s-au observat modificari statistic concludente (tabelul 3.14). Remediul determind o
diminuare si mai profunda a activitatii GST decat cea produsa de patologie. Astfel, daca la
animalele cu CH nivelul functional al enzimei era cu 5% sub valorile martorului
(142,5+14,05 nmol/s.g prot., p>0,05), activitatea enzimei dupa tratamentul cu PSS atinge
valoarea de 85% (121,6+14,73 nmol/s.g prot., p>0,05) din cea de referinta specifica
animalelor din lotul martor.

Diminuarea activitatii GST si mentinerea la nivel practic normal a activitatii GR in
conditiile stresului oxidativ declansat de tetraclorura de carbon in ficat nu sunt suficiente
pentru a asigura neutralizarea eficienta a SRO produse, prevenirea initierii si propagarii
oxidarii peroxidice a lipidelor si a oxidarii atipice a proteinelor si glucidelor. Posibil in
aceste circumstante, in protectia antioxidanta si antiperoxidica a ficatului se implica si alte
enzime si/sau substante cu potential antioxidant.

Tratamentul cu PSS provoaca depresia substantiald a activitatii TrxR precedent
micsoratad de actiunea toxicd a tetraclorurii de carbon. Capacitatea functionald a enzimei a
inregistrat valoarea de 47,11+4,26 nmol/s.g prot., care a fost de aproape 2 ori mai mica
comparativ cu nivelul de referintd (84,36+2,92 nmol/s.g prot., p<0,001) si cu 38% fata de
cel identificat la sobolanii din lotul cu ciroza hepatica (75,56+0,83 nmol/s.g prot., p<0,001).

Unica enzima activitatea careia este majoratd de PSS este glutaredoxina. Activitatea

fermentului atinge nivelul de 22,6+1,78 nmol/s.g prot., ce a fost cu 22% (p>0,05) mai mare
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decat cel depistat la animalele cu ciroza hepatica (tabelul 3.14). Totusi valorile enzimei nu
ating nivelul de referinta specific animalelor intacte — 31,3+0,46 nmol/s.g prot., fiind cu
28% (p<0,001) mai mici. Fenomenul demonstreazd o capacitate redusa a remediului
cianobacterian PSS de a restabili activitatea glutaredoxinei 1n ficatul animalelor cu ciroza
hepatica indusa de tetraclorura de carbon.

Tratamentul cu remediul cianobacterian PSS al animalelor intoxicate cu CCls nu
influenteaza semnificativ statistic continutul de grupe tiolice proteice prezente in tesutul
hepatic al sobolanilor (tabelul 3.14). Valorile HS-grupelor proteice nu s-au modificat
comparativ cu nivelul depistat la animalele cu ciroza hepatica (-1%, p>0,05) si s-au
mentinut la valori semnificativ mai mici comparativ cu cele specifice lotului martor —
82,84+9,06 mg/g prot. vs 94,4+8,57 mg/g prot. (-12, p>0,05).

Astfel, rezultatele studiului actiunii polizaharidelor sulfatate din Spirulina platensis
asupra metabolismului glutationic si tiol-disulfidic in ficatul animalelor cu ciroza hepatica
produsd de administrarea de duratd a tetraclorurii de carbon au demonstrat actiunea
semnificativa de suprimare a functionalitatii sistemului glutationic si tiol-disulfidic, care s-a
manifestat prin diminuarea nivelului de glutation total si redus, incapacitatea de corijare a
dereglarilor activitatii enzimelor sau chiar aprofundarea lor.

In figura 3.18 sunt reflectate rezultatele analizei statistice a influentei remediului
cianobacterian BioR asupra activititii enzimelor metabolismului glutationic in ficatul
animalelor cu ciroza hepatica indusa de administrarea de durata a tetraclorurii de carbon.

Administrarea BioR, indiferent de doza — 1 mg la kilogram masa corporala sau 2 mg la
kilogram masa corporald, nu modifica activitatea glutation reductazei in ficatul animalelor
cu ciroza hepatica, dar se observa o tendinta de crestere cu 25%, ce permite amplificarea
nivelului functional al enzimei cu 7% peste valorile de referinta specifice sobolanilor din
lotul martor. Modificarile respective sunt statistic neconcludente, dar posibil suficiente
pentru mentinerea rezervei de GSH necesar pentru neutralizarea radicalilor produsi sub
actiunea CCla.

De asemenea, BioR in ambele doze induce o tendintd statistic nesemnificativa de
diminuare a activitatii precedent crescute a GST in ficatul animalelor cu ciroza hepatica.
Administrat Tn doza de 1 mg/kg masa corporald BioR diminueaza activitatea GST cu 1%, iar

in doza de 2 mg/kg masa corporala — cu 3%, comparativ cu cele depistate la animalele cu
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CH. In asa mod capacitatea functionali a enzimei se mentine cu 5-7% peste valorile

depistate in lotul martor.

120 + *
100
80 -
60 -
40 -
20 -
0
GR (%0) G-8-T (%) GPO (%0)
Martor 100 100 100
CH 85 108 52
CH+BioR1 mgkg 107 107 §7
CH+BioR 2 mgkg 107 105 88
B Martor m CH CH + BioR 1 mg/kg B CH + BioR 2 mg/kg

Figura 3.18. Influenta remediului cianobacterian BioR
asupra activitatii enzimelor glutationice in ficat in ciroza hepatica (%)
Nota: CH — ciroza hepatica indusa de CCls, GR — glutationreductaza, GST— 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 CH: #_ p<0,05; _ p<0,01; i _ p<0,001.

In acelasi timp, remediul cianobacterian BioR exercitd actiune importantad si
semnificativa statistic asupra activitatii 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 scazuta a enzimei. Daca la animalele cu CH activitatea GPO s-a micsorat pina la
nivelul de 52% din cel de referinta (p<<0,001), administrarea BioR creste activitatea enzimei
cu 35-36% comparativ cu valorile in lotul cu CH (p<0,001 in ambele cazuri). Totusi, aceasta
actiune a remediului testat este insuficientd pentru a restabili activitatea enzimei pina la
valorile martor. Astfel, nivelul functional al fermentului ramane cu 12-13% sub cel de

referinta (p<0,001 in ambele cazuri).
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Modificarile produse de remediul cianobacterian BioR — mentinerea activitatii
GST la valorile de referintda si tendinta de reactivare a GPO si GR, sunt orientate spre
inducerea proceselor de compensare si neutralizare a efectelor stresului oxidativ declansat si
propagat de noxa, ca parte integrald a mecanismelor de adaptare a organului la situatii
exceptionale.

Deosebit de importantd este restabilirea capacitatii functionale a GPO, implicata
pregnant in neutralizarea peroxizilor si preventia amplificarii oxidarii peroxidice a lipidelor,
care poate induce procesele inflamatorii prin intermediul eicosanoizilor produsi din
compusii intermediari ai oxidarii peroxidice a lipidelor.

Procesele sunt sustinute de restabilirea pana la valori normale a activitatii GR, ce
furnizeaza cantitati suficiente de glutation redus enzimelor glutation-dependente, inclusiv
GPO. Astfel, spre deosebire de PSS — preparat monocomponent, extractul din biomasa
cianobacteriei Spirulina platensis — BioR, exercita actiune adaptiva pozitivd asupra
activitatii enzimelor sistemului glutationic hepatic in ciroza produsa de CClas.

Bazele Schiff noi, complexe cu metalele 3d — CMT-28 si CMT-67, exercita influenta
potenta, dar diferita ca orientare si amploare asupra activitdtii enzimelor glutationice in
ficatul animalelor supuse actiunii toxice a CCly (figura 3.19).

Astfel, activitatea GR diminuatd in ciroza hepatica (-15%, p>0,05) este amplificatd
semnificativ de ambii compusi studiati — CMT-28 si CMT-67, dar marirea este de diferit
grad. Capacitatea functionald a enzimei se majoreaza cu 11% (p>0,05) compartiv cu valorile
in ciroza si atinge practic nivelul martorului (96%, p>0,05) la administrarea CMT-28. in
tratamentul cu CMT-67 enzima isi amplifica capacitatea functionala cu 35% (p<0,05) peste
nivelul de referinta si cu 59% (p<0,01) peste cel din lotul cu ciroza hepatica.

Activitatea GST, antecedent crescutd sub influenta noxei (+5%, p<0,05), este
diminuata de ambii compusi coordinativi ai cuprului pana la valori net inferioare celor
specifice animalelor intacte (figura 3.19). Activitatea enzimei scade sub nivelul depistat in
ciroza hepatica cu 18% (p<0,001) la tratamentul cu CMT-28 si cu 17% (p<0,001) la
administrarea CMT-67. Astfel, valorile activitatii enzimatice ating un nivel cu 11% (p<0,05)
si, respectiv, 10% (p<0,05) sub cel martor la administrarea bazelor Schiff noi, complexe cu
metale 3d (Cu).
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Figura 3.19. Influenta bazelor Schiff noi, complexe cu metalele 3d
asupra activitatii enzimelor glutationice in ficat in ciroza hepatica (%)
Nota: CH — ciroza hepatica indusa de CCls, GR — glutationreductaza, GST — 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 CH: * — p<0,05; # — p<0,01; *#* — p<0,001.

Activitatea GPO, spre deosebire de cea a GR si GPO, este influentatd diferit de
compusii coordinativi studiati (figura 3.19). CMT-28 administrat sobolanilor intoxicati cu
CCls determina amplificarea activitatii GPO cu 87% (p<0,001) fatd de cel identificat la
sobolanii din lotul cu CH, ce aduce nivelul functional al enzimei la valorile de referinta
(97%, p<0,05). Totodata, compusul coordinativ CMT-67 nu influenteaza activitatea GPO,
care se mentine la nivelul identificat la animalele cu ciroza hepatica, deci este cu 48%
(p<0,001) mai mic decat cel de referinta.

Putem conchide cd compusii coordinativi ai metalelor exercita actiune diferita asupra
enzimelor metabolismului glutationului studiate — GR, GPO si GST. CMT-28 practic
normalizeaza activitatea GR si GPO si o diminueaza pe cea a GST sub valorile de referinta,
pe cand CMT-67 amplifica activitatea GR peste nivelul depistat la animalele intacte,
diminueaza activitatea GST — sub cel normal si nu influenteaza activitatea GPO.

Fenomenele atestate la administrarea bazelor Schiff noi, complexe cu metale 3d
(cupru), releva actiunea modulatoare pozitiva a ambilor compusi asupra metabolismului tiol-

disulfidic in general, si cel al glutationului in particular, dat fiind redresarea activitatii GR de
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catre ambii compusi testati. Corijarea mentionata asigurd regenerarea glutationului redus,
necesar proceselor antioxidante si posibilitatea de a face fata stresului oxidativ indus de
tetraclorura de carbon si meabolitii ei in celulele ficatului. Totusi, efectele exercitate de
CMT-28 sunt mai favorabile in vederea remedierii dereglérilor produse de agentul toxic si
restabilirii capacitatii functionale a organului si integritatii lui structurale.

In figura 3.20 sunt prezentate rezultatele studiului influentei administririi remediului
cianobacterian BioR in combinatie cu bazele Schiff noi, complexe cu metale 3d (cupru) —
CMT-28 si CMT-67, asupra activitatii enzimelor metabolismului glutationului in ficatul

animalelor cu ciroza hepatica cauzata de administrarea de durata a CCla.
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CH + BioR+CMT-67 110 03 80
mMartor ~ WCH CH+ BioR+CMT-28  BCH+ BioR+CMT-67

Figura 3.20. Influenta remediului cianobacterian BioR in combinatie cu bazele Schiff noi,
complexe cu metalele 3d, asupra activitatii enzimelor glutationice in ficat in ciroza hepatica
Nota: CH — ciroza hepatica indusa de CCls, GR — glutationreductaza, GST — 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 CH: * — p<0,05; # — p<0,01; *#* — p<0,001.
Cercetarea a stabilit ca administrarea combinata a CBA investigati — BioR + CMT-28

si BioR + CMT-67, nu doar restabileste pana la valorile normale activitatea antecedent

micsoratd a GR (-15%, p<0,05), dar si o amplificd peste valorile de referinta (+10%,
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p<0,05). Totusi modificarile constatate au fost statistic neveridice, relevand doar o tendinta
de modulare a potentialului functional al enzimelor metabolismului glutationului la
tratamentul combinat cu remediul cianobacterian si bazele Schiff noi, combinatii cu
metalele 3d.

Activitatea GST este influentatd de tratamentul combinat cu BioR + CMT-28 si BioR
+ CMT-67 analogic cu cazul cand compusii coordinativi ai metalelor au fost administrati
izolat — capacitatea functionald a enzimei fiind diminuata nu doar comparativ cu lotul cu
ciroza hepatica, dar si cu cel martor, toate modificarile fiind statistic concludente.

Activitatea GST s-a micsorat la tratamentul cu BioR + CMT-28 cu 18% (p<0,001) fata
de cea Inregistratd la animalele lotului cu patologia indusa si cu 10% (p<0,05) fata de
animalele intacte. La cura cu BioR + CMT-67 activitatea enzimei a fost diminuata cu 15%
(p<0,01) fata de nivelul specific sobolanilor cu CH si cu 7% (p>0,05) comparativ cu cel
identificat la animalele din grupul martorul.

Modificari similare ale activitatii GPO au fost stabilite la administrarea individuala a
BioR si cea combinata — BioR + CMT-28 si BioR + CMT-67. Astfel, tratamentul cu BioR +
CMT-28 a determinat cresterea activitatii GPO cu 37% (p<0,01) fata de valorile identificate
la animalele cu ciroza hepatica, ce a fost totusi cu 10% sub nivelul specific animalelor
intacte. Combinarea BioR cu CMT-67 in tratamentul cirozei experimentale a determinat
majorarea activitatii GPO cu 28% (p<0,01) comparativ cu animalele cu patologia modelata,
dar care nu a atins valorile de referintd a animalelor intacte, fiind cu 20% (p<0,001) mai
mici.

Cele expuse pun in evidenta efectul benefic al compusilor testati — remediului
cianobacterian BioR si ai bazelor Schiff noi, combinatii cu metale 3d (CMT-28 si CMT-67),
asupra restabilirii indicilor metabolismului tiol-disulfidic in ficat in ciroza hepatica toxica
indusd de tetraclorura de carbon, prin modularea activititii enzimelor cardinale ale
metabolismului glutationului (GR, GST si GPO) si cresterea nivelului de glutation redus in
tesut [5].

CBA autohtoni testati exercitd actiune diferitd asupra indicilor metabolismului
glutationului si tiol-disulfidic in ficatul animalelor experimentale cu ciroza hepatica indusa
de tetraclorura de carbon. Efectele manifestate depind de tipul compusului si de

mecanismele lui de actiune, precum si modul de administrare — individual sau combinat.
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Astfel, rezultatele cercetarii efectelor exercitate de polizaharidele sulfatate din
Spirulina platensis asupra metabolismului glutationic si tiol-disulfidic in ficatul animalelor
cu cirozd hepatica produsa de tetraclorura de carbon au demonstrat incapacitatea acestui
compus de a restabili functionalitatea sistemului glutationic si tiol-disulfidic si chiar de a
inrdutdti starea lui prin diminarea nivelului de glutation total si redus, imposibilitatea de
corectie a dereglarilor activitatii enzimelor sau aprofundarea lor.

Spre deosebire de PSS — preparat monocomponent, extractul din biomasa
cianobacteriei Spirulina platensis — BioR, exercita actiune adaptiva pozitivd asupra
activitatii enzimelor sistemului glutationic hepatic in ciroza produsa de CCla.

BioR produce modificari ale markerilor studiati — mentinerea activitatii GST la
valorile de referinta si tendinta de reactivare a GPO si GR, ce au scopul de a induce
procesele de compensare si neutralizare a efectelor stresului oxidativ declansat si propagat
de tetraclorura de carbon, ca parte integrald a mecanismelor de adaptare o organului la
intoxicatii severe sau la alte stari cu amplificarea exagerata a proceselor mediate de RL.

CBA autohtoni sintetici — baze Schiff noi, complexe cu metale 3d (CMT-29 si CMT-
67), administrati individual diminueaza efectul de suprimare a activitatii GPO si GR in
ciroza hepaticd produsd de CCly, actiunea fiind potentatd la combinarea lor cu remediul
cianobacterian BioR. Astfel, administrati individual sau combinat, comusii sintetici sporesc
considerabil capacitatea ficatului de neutralizare a peroxidului de hidrogen si peroxizilor
organici produsi excesiv in strsul oxidativ declansat de noxad si subsecven protejeaza
substantele intracelulare si structurile hepatocitului de deteriorarea oxidativa indusa de
peroxizi.

Putem conchide ca compusii studiati manifesta potential semnificativ modulator si de
corectie a dereglarilor metabolismului glutationului si tiol-disulfidic in ficatul animalelor cu
ciroza hepatica experimentala produsa de administrarea tetraclorurii de carbon, efectele fiind
particulare si dependente de caracterul compusului si modul lui de administrare — individual

sau combinat.
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3.6.2. Influenta CBA autohtoni asupra indicilor metabolismului tiol-disulfidic, ai
stresului oxidativ si sistemului antioxidant in ficat in hepatopatia toxica indusa de
etilenglicol

In hepatopatia toxici indusid de etilenglicol nu s-au identificat modificari statistic
concludente ale indicilor metabolismului tiol-disulfidic in ficat la tratamentul cu remediul
cianobacterian BioR (figura 3.21).

Totusi remediul cianobacterian BioR produce o tendintd statistic neconcludenta de
suprimare a activitatii enzimelor ciclului glutationic studiate — GR, GPO si GST. Dupa
administrarea BioR animalelor cu hepatopatie toxica produsa de etilenglicol s-a atestat o
scadere neveridica a activitatii GR cu 13% (p>0,05), a GPO cu 11% (p>0,05) si GST cu
53% (p>0,05) comparativ cu animalele netartate. Subsecvent nivelul functional al enzimelor

s-a diminuat semnificativ sub valorile de referinta specifice animalelor intacte.
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Figura 3.21. Influenta remediului cianobacterian BioR asupra indicilor metabolismului
tiol-disulfidic in ficat in hepatopatia toxica indusa de etilenglicol.
Nota: HT — hepatopatia toxica indusa de etilenglicol; GR — glutationreductaza, GST —
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: B p<0,05; o _ p<0,01; i _ p<0,001.
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Afectarea functionalitatii GPO, GST si GR este o cauzd plauzibilda a diminudrii
numarului de grupe tiolice proteice prezente in tesutul hepatic dupa tratamentul cu remediul
cianobacterian BioR. Nivelul lor s-a micsorat nu doar comparativ cu cel specific animalelor
netratate, dar si cu valorile de referinta (p>0,05 in ambele cazuri).

Cresterea nivelului functional al glutaredoxinei cu 23% (p>0,05) comparativ atat cu
activitatea enzimei la animalele cu hepatopatie toxica, cat si CU cea identificatd la sobolanii
sandtosi din lotul martor, nu este suficientd pentru restabilirea echilibrului tiol-disulfidic in
organ.

In figura 3.22 sunt prezentate rezultatele evaluarii influentei remediului cianobacterian
BioR asupra indicilor stresului oxidativ in ficat in hepatopatia toxica indusa de etilenglicol.

S-a stabilit ca tratamentul cu BioR nu produce modificari importante ale indicilor
stresului oxidativ in ficat in hepatopatia toxica indusa de etilenglicol. Administrarea
remediului induce o tendintd neveridica de diminuare a nivelului de NO si a PIM cu 7%
(p>0,05) comparativ cu valorile de referinta si cele depistate la animalele cu hepatopatie
toxica, dar nu modificd nivelul anterior diminuat de DAM, care se mentine la cel specific
animalelor din lotul cu hepatopatie toxica.

BioR produce schimbari statistic concludente ale continutului de AGE, PPOA si
S-nitrozotioli, dar de orientare si amploare diferita. Astfel, s-a stabilit ca continutul de AGE
creste comparativ cu nivelul identificat la animalele cu hepatopatie toxica cu 30% (p<0,05)
si atinge valori cu 82% (p<0,001) peste cel de referinta.

Administrarea BioR aprofundeaza diminuarea continutului de PPOA in ficatul
animalelor cu hepatopatie toxica. Nivelul PPOA scade cu cca 15% atat fatd de nivelul
specific animalelor cu patologia indusa, cat si fatd de cel apreciat la sobolanii de referinta
(p<0,05).

Remediul cianobacterian BioR nu modifica continutul de NO in homogenatul hepatic
al animalelor cu hepatopatie toxicd, dar produce o tendintd neveridica de diminuare.
Fenomenul are modificari subsecvente semnificative, care se manifestd prin micsorarea
statistic concludenta a nivelului de S-nitrozotioli, majorati in lotul animalelor intoxicate cu
etilenglicol. Scaderea a fost statistic veridica (22%, p<0,05), valorile compusilor fiind

normalizate de remediul cianobacterian BioR.

108



200 _ ***#

180 -
160 - *
140 -+
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -
0 .

é\ éo 0@ V& | 0?'

N

BE
*
W Martor
HT
; ; mHT + BioR

&
&

Fig. 3.22. Influenta remediului cianobacterian BioR asupra indicilor stresului oxidativ

in ficat in hepatopatia toxica indusa de etilenglicol (%)

Nota: HT — hepatopatie toxica indusd de etilenglicol; NO — oxidul nitric; DAM — dialdehida
malonicd; AGE — produsele finale de glicare avansatd; PIM — proteina ischemic modificatd;
PPOA — produsele proteice de oxidare avansata.

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; o _ p<0,001.

Astfel, tratamentul cu BioR al animalelor cu hepatopatie toxica produsa de
etilenglicol nu determind modificari ale oxidarii peroxidice a lipidelor, dar influenteaza
preponderent starea proteinelor si a glucidelor. Acsiunea CBA asupra compusilor respectivi
a fost opusda si s-a manifestat prin autooxidarea glucozei si cresterea subsecventd a
glicozilarii neenzimatice, confirmate de majoprarea nivelului AGE, si diminuarea proceselor
de oxidare a proteinelor cu scaderea PPOA.

Tratamentul cu BioR exercita actiune similara asupra indicilor protectiei antioxidante
in ficatul animalelor cu hepatopatie toxica indusa de etilenglicol, rezultatele fiind insumate
in datele statistice ale tabelului 3.15.

Remediul BioR micsoreaza atat activitatea enzimelor antioxidante — SOD si a
catalazei, cat si continutul dipeptidelor histidinice. Totusi diminuarea are finalitate diferita in

cazul indicilor studiati.
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Tabelul 3.15
Influenta remediul cianobacterian BioR asupra indicilor protectiei antioxidante

la animalele cu hepatopatie toxica indusa de etilenglicol

Loturile de studiu Martor HT HT + BioR
29,79+1,89 28,57+4,04 15,65+5,37
SOD, uc/g.prot
(100%) (96%) (52%)*
37,85+5,19 48,03+0,71 32,39+5,34
Catalaza, pmol/s.g prot
(100%) (127%) (85%)*
Dipeptidele histidinice, 0,88+0,05 1,00+0,03 0,88+0,04
umol/g prot (100%) (113%) (100%0)*

Nota: HT — hepatopatie toxica indusa de etilenglicol; SOD — superoxid dismutaza.
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.

Activitatea SOD dupa tratamentul hepatopatiei toxice cu BioR se micsoreaza in ficat
nu doar sub nivelul depistat la animalele intoxicate cu etilenglicol, ci si sub cel de referinta.
Astfel, capacitatea functionala a enzimei in organ s-a diminuat de la 28,57+4,04 pana la
15,65+5,37 uc/g.prot. (-45%, p>0,05) si nu a atins nivelul de referinta cu 48% (29,79+1,89
uc/g.prot., p<0,05).

Activitatea catalazei este micsorata de BioR concludent statistic comparativ cu
valorile enzimei la animalele cu hepatopatie toxicd de la 48,03+0,71 pana la 32,39+5,34
umol/s.g prot., ce a constituit o micsorare cu 33% (p<0,05). In asa mod remediul
diminueaza activitatea enzimei sub valorile martorului — 37,85+5,19 pmol/s.g prot. (-15%),
scaderea fiind statistic neconcludenta (p>0,05).

Continutul de dipeptide histidinice in ficatul animalelor cu hepatopatie toxica tratate
cu BioR se micsoreazd semnificativ statistic de la 1,00+0,03 pana la 0,88+0,04 pumol/g
prot., ce a constituit o diminuarea concentratiei compusilor cu 13% (p<0,05). Astfel, valorile
dipeptidelor histidinice in ficatul animalelor intoxicate ating nivelul specific animalelor
martor (0,88+0,05 umol/g prot.).

Datele statistice din figura 3.23 reflecta rezultatele evaluarii influentei bazelor Schiff
noi, complexe cu metalele 3d, asupra indicilor metabolismului tiol-disulfidic in ficat in

hepatopatia toxica indusa de etilenglicol.
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Cercetarea a constatat ca doar activitatea GR este influentatd de toti compusii testati in
acelasi mod — capacitatea functionald a enzimei a fost micsorata semnificativ statistic sub
valorile depistate in lotul cu hepatopatie toxica, deci considerabil sub nivelul de referinta.
Diminuarea cea mai pregnanta a fost produsa de CMD-4 (-29%, p<0,001), pe cand CMD-8
si CMJ-23 au indus modificari mai putin importante statistic — respectiv, -28% si -24%

(p<0,01 1n toate cazurile), schimbarile fiind veridice doar in raport cu nivelul de referinta.
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Figura 3.23. Influenta bazelor Schiff noi, complexe cu metalele 3d, asupra indicilor

metabolismului tiol-disulfidic in ficat in hepatopatia toxica indusa de etilenglicol

Nota: HT — hepatopatia toxica indusa de etilenglicol; GR — glutationreductaza, GST — 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.

Ca si in cazul GR, bazele Schiff noi, complexe cu metale 3d testate micsoreaza
considerabil activitatea GST comparativ cu lotul cu hepatopatie toxica si cel martor,
modificarile fiind nesemnificative datoritd variabilitatii inalte a rezultatelor (figura 3.23).

Cel mai pronuntat efect asupra activitatii GST il exercita CMD-4, care determind o
scadere cu 60% a activitatii GST comparativ cu valorile depistate in lotul cu hepatopatie

toxicd si cu 63% comparativ cu cele specifice animalelor martor. Actiune mai modesta
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manifestda CMJ-23 si CMD-8, care diminueaza activitatea GST cu 28% si, respectiv, 23%
fata de nivelul depistat la animalele din lotul cu hepatopatie toxica si cu 33% si, respectiv,
28% fata de nivelul depistat la animalele din lotul martor (p>0,05 in toate cazurile).

Activitatea GPO se mentine la nivelul atestat la animalele cu hepatopatie toxica la
administrarea CMD-4 si CMD-8 si este marita de CMJ-23. Astfel, daca la animalele cu
hepatopatie toxicd s-a atestat o majorare neveridicd a activitatii enzimei cu 8%,
administrarea CMJ-23 amplificd capacitatea functionald a enzimei cu 20% peste valorile
specifice animalelor netratate si o aduce la nivel cu 28% (p<0,05) peste cel specific
sobolanilor sanatosi.

Activitatea glutaredoxinei in hepatopatia toxica indusd de etilenglicol nu este
influentata de compusii coordinativi studiati cu exceptia CMD-8 (figura 3.23). La
administrarea etilenglicolului activitatea enzimei s-a mentinut la nivel normal, iar dupa
tratament cu CMD-8 s-a atestat o majorarea a nivelului functional al enzimei cu 28%
(p<0,01) comparativ cu cel la animalele cu HT si, astfel, el se ridica la valori ce le depasesc
pe cele de referintd cu 26% (p>0,05). Doar CMD-4 induce o tendintd neveridicd de
micsorare a capacitatii functionale a glutaredoxinei cu 8% (p>0,05).

Modificarile activitdtii enzimelor metabolismului glutationului si tiol-disulfidic in
ficatul animalelor cu hepatopatie toxica produse de tratamentul cu CBA sintetici studiati
determina subsecvent schimbari ale continutului de grupe tiolice proteice in tesut. Nivelul
antecedent crescut al gruparilor —SH proteice este micsorat de toti compusii studiati,
modificarile fiind diferite ca amploare. Cel mai potent efect il poseda CMD-4 (-34%), iar
actiune moderata exercita CMD-8 (-21%) si CMJ-23 (-24%), toate schimbarile fiind statistic
neconcludente (p>0,05). Astfel, CMD-4 determina diminuarea indecelui sub valorile de
referinta specifice animalelor intacte (-14%), pe cand ceilalti CBA induc micsorarea pana la
valorile normale.

Bazele Schiff noi, complexe cu metale 3d au manifestat actiune polivalenta asupra
indicilor metabolismului glutationic si tiol-disulfidic in ficatul animalelor cu hepatopatie
toxicd, producand dezechilibru intre activitatea principalelor enzime glutation-dependente —
GR si GPO, ce majoreazd viteza utilizdrii glutationului si altor tioli, dar micsoreaza
capacitatea lor de regenerare prin reactia glutationreductazica. Ca rezultat s-a atestat o

diminuare a nivelului de grupe tiolice proteice.
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Compusii coordinativi ai metalelor CMD-4 si CMJ-23 exercita actiune mai pronuntata,
comparativ. cu CMD-8, asupra indicilor stresului oxidativ in ficatul animalelor cu
hepatopatie toxica indusa de etilenglicol (figura 3.24). Efectele compusilor testati sunt
diferite ca directie si amploare.

CMD-4 nu influenteazd semnificativ procesele de oxidare peroxidica a lipidelor,
nivelul DAM dupa tratament fiind practic identic cu cel specific animalelor cu hepatopatie —
83% vs 88% din valorile de referinta ale DAM.

Concomitent CMD-4 a micsorat gradul de oxidare a compusilor proteici, ce s-a
demonstrat prin diminuarea semnificativa statistic a cntinutului de PPOA, care atinge valori
semnificativ mai mici comparativ aat cu lotul cu hepatopatie, cat si cu cel martor — cu 22%,
p<0,05 in ambele cazuri. Micsorarea continutului de proteine ischemic modificate este

neconcludenta, dar constituie cca 12% fata de ambele loturi.
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Figura 3.24. Influenta compusilor coordinativi ai metalelor asupra indicilor

stresului oxidativ 1n 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 avansata; 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.

Veridicitatea diferentelor comparativ cu lotul cu HT: * — p<0,05; # — p<0,01; ** — p<0,001.
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Totodata, CMD-4 amplifica deosebit de mult producerea NO, care atinge valori de 2,3
ori mai mari comparativ vu valorile specifice animalelor cu patologia modelata si cu valorile
de referinta (p<0,001 in ambele cazuri). NO este directionat n aceste conditii spre procesele
de autooxidare, dar nu spre nitrozilarea altor compusi, fenomenul fiind atestat de diminuarea
concludenta statistic a continutului de S-nitrozotioli cu 28% comparativ cu valorile depistate
la animalele netratate (p<0,01).

Amplificare proceselor oxidative de catre CMD-4 este sugerata si de cresterea
nivelului de AGE cu 42% comparativ cu lotul cu hepatopatie si cu 82% comparativ cu
martorul (p<0,05), fenomen indus de autooxidarea glucozei in conditiile de stres oxidativ si
ischemie.

Actiunea CMD-8 este similard cu actiunea CMD-4 doar in unele aspecte. Compusul
micsoreaza continutul de PIM 1in ficatul animalelor cu hepatopatie toxica, dar mai putin
potent. In acelasi timp, spre deosebire de CMD-4, CMD-8 induce tendinte neveridice de
scadere a continutului DAM cu 12% si a NO cu 19%, nivelul de AGE si PPOA se mentine
la valorile depistate la animalele cu hepatopatie toxica netratata si doar valorile S-nitrozo-
tiolilor s-au micsorat cu 52% (p<0,01), atingand cifre cu 37% mai mici comparativ cu cele
de referinta.

CMJ-23 este unicul CBA testat care, administrat animalelor cu hepatopatie toxica
indusa de etilenglicol, influenteaza intensitatea proceselor de oxidare peroxidica a lipidelor.
Compusul mareste statistic semnificativ continutul de DAM — cu 72% (p<0,001) comparativ
cu lotul cu hepatopatie toxica si cu 43% (p>0,05) comparativ cu martorul (figura 3.24).

Administrarea CMJ-23 animalelor cu hepatopatie toxica produce schimbari distincte
de cele induse de CMD-4 sau CMD-8. CBA testat nu afecteaza procesele oxidative ale
proteinelor, continutul de PIM si PPOA pastrandu-se la valori specifice animalelor netratate,
care nu erau diferite de cele de referinta.

Totodatd, CMJ-23 a determinat micsorarea semnificativd a continutului de AGE cu
30% (p<0,01) comparativ cu nivelul specific animalelor cu heaptopatie si revenirea lui la
valorile de referinta.

CMJ-23 actioneaza coordonat asupra nivelului de NO si S-nitrozotioli, micsorand
statistic concludent continutul lor in ficatul animalelor cu hepatopatie toxica. Nivelul de NO

s-a micsorat cu 15% (p<0,05), iar a S-nitrozotiolilor cu 36% (p<0,05).
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Diminuarea concentratiei NO poate prezenta o verigd ce conditioneazd micsorarea
toxicitatii celulare prin stimularea producerii mesagerilor secunzi — AMPc, GMPc, precum
si a NF-kB, etc. De asemenea, in mare parte citotoxicitatea atribuitd NO se datoreaza
peroxinitritului produs in rezultatul reactiei NO cu radicali liberi ai oxigenului (RLO).
Peroxinitritul format interactioneaza cu lipidele, acizii nucleici si proteinele prin mecanisme
oxidative directe sau indirecte. Aceste reactii induc raspunsul celular de la modulari subtile
pana la deteriorari oxidative grave, rezultdnd apoptoza sau necroza celulara.

Rezultatele evaludrii influentei bazelor Schiff noi, complexe cu metale 3d, asupra
indicilor sistemului antioxidant in ficatul animalelor cu hepatopatie toxica produsa de
etilenglicol sunt prezentate in tabelul 3.16.

Cercetarile efectuate au evidentiat cd CBA testati nu exercita actiune considerabila
asupra indicilor sistemului antioxidant in ficatul animalelor cu hepatopatie toxica produsa de

etilenglicol.

Tabelul 3.16
Influenta bazelor Schiff noi, complexe cu metale 3d, asupra indicilor

protectiei antioxidante In ficat la animalele cu hepatopatie toxicd indusa de etilenglicol

Loturile SOD Catalaza Dipeptidele histidinice

de studiu (uc/g.prot) (nmol/s.g prot) (nmol/g prot)
Martor 29,79+1,89 (100%) 37,85+5,19 (100%) 0,88+0,05 (100%)
HT 28,57+4,04 (96%) | 48,03+0,71 (127%) 1,00£0,03 (113%)
HT+CMD-4 27,62+4,13 (92%) 45,74+6,33 (121%) 0,86+0,05 (97%)*
HT+CMD-8 30,04+1,93 (101%) 33,35+6,39 (88%)* 0,87+0,07 (98%)
HT+CMJ-23 28,17+£1,37 (94%) 44,23+ 6,83 (117%) 0,87+0,05 (98%)*

Nota: HT — hepatopatie toxica indusa de etilenglicol; SOD — superoxid dismutaza.

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.

S-a stabilit ca activitatea SOD nu este influentata nici de unul din compusii testati, ea
mentinandu-se la valori apropiate martorului — variatiile stabilite au fost cuprinse intre 92%
si 101%.
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Activitatea catalazei amplificata de noxa (+27%, p>0,05) este diminuata de toti CBA
testati, dar modificarile sunt veridice doar in cazul CMD-8. Compusul micsoreaza nivelul
functional al enzimei de la 48,03+0,71 pana la 33,35+6,39 umol/s.g prot., ce a constituit o
scadere cu 31% comparativ cu lotul cu patologia indusd experimental si a fost cu 12%
(p<0,05) sub valorile de referinta specifice animalelor martor. CMD-4 si CMJ-28 produc o
tendintd de diminuare a activitatii catalazei cu cca 6-10% (p>0,05), ce nu restabileste nivelul
functional normal al enzimei, valorile fiind in continuare cu 7-8% peste cele de referinta.

Continutul dipeptidelor histidinice in ficatul animalelor intoxicate cu etilenglicol este
semnificativ modificat de CMD-4 si CMJ-23. Ambii compusi scad continutul de dipeptide
histidinice cu 16% sub cel specific animalelor netratate cu hepatopatie toxica si readuce
indicele la nivel normal (p<0,05 in ambele cazuri). CMD-8 micsoreaza cantitatea de
dipeptide histidinice cu cca 13% comparativ cu cea specifica animalelor cu hepatopatie, ce

determina normalizarea indicelui, dar schimarile nu sunt concludente statistic.

3.7. Sinteza rezultatelor studiului

Compusii biologic activi reprezintd un domeniu foarte larg de cercetare stiintifica, dat fiind
varietatea extrem de mare a substantelor atat naturale, cat si sintetice, ce exercita actiune potenta
asupra proceselor din organismele vii. Sinteza unor CBA noi sau obtinerea lor din diverse surse,
precum si studiul potentialului lor profilactic si/sau terapeutic este permanent in vizorul
cercetatorilor, inclusiv al celor din R. Moldova [13, 25, 26, 28, 35, 36, 37, 39, 41].

Mai multe laboratoare si grupuri stiintifice din R. Moldova (Gulea A. si colab., Rudic V. si
colab., Macaev F. si colab., Valica V. si colab. etc.) elaboreaza CBA cu variatd structura
chimica, proprietati fizico-chimice si actiune biologica. Cercetarile anterioare ale savantilor din
Moldova au stabilit ca acesti CBA posedd un potential farmacologic considerabil, exercitand
actiune antimicrobiand, antifungica, antitumorald, citostatica, imunomodulatoare, osteogenetica,
hepato-protectopare etc. [13, 25, 26, 28, 35, 36, 37, 39, 41].

Studiul nostru se incadreaza in aceasta directie de cercetare prin elucidarea actiunii CBA
autohtoni sintetici, oferiti de acad., prof. univ., dr. hab. st. chim., Aurelian Gulea (CMD-4,
CMD-8, CMJ-23, CMT-28 si CMT-67), si naturali, obtinuti din biomasa cianobacteriei Spirulina
platensis platensis de acad., prof. univ., dr. hab. st. biol., Valeriu Rudic (PSS si BioR), asupra

unor ramuri metabolice in ficat in conditii fiziologice, ciroza hepatica si in hepatopatia toxica.
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In conditii fiziologice s-a constatat actiune de diferiti amploare, dar in majoritatea
cazurilor de aceeasi orientare, a CBA studiati asupra indicilor metabolismului glutationic si tiol-
disulfidic in ficatul animalelor de laborator. Astfel, toti CBA testati — si compusii coordinativi ai
metalelor, si remediile obtinute din Spirulina platensis, diminueaza statistic semnificativ nivelul
de glutation redus si de glutation total, iar GMJ-23 micsoreaza veridic si nivelul glutationului
oxidat 1n tesutul hepatic. Constituie o exceptie PSS, ce produce cresterea continutului de GSSG.

Influenta asupra activitatii enzimelor glutationice in ficatul animalelor sdnatoase este
neunivoca. Administrarea CMD-4, CMD-8 si CMJ-23 nu produce modificari concludente ale
activitatii enzimatice, inducand doar o tendintd de micsorare a activittii GR, GST si a
glutaredoxinei, pe cand CMT-28 si CMT-67 amplificd capacitatea functionala a GR si o
micsoreaza pe cea a GST. Completarea administrarii CMT-28 si CMT-67 cu BioR modifica
radical impactul CBA asupra activitatii enzimelor studiate, micsorand statistic semnificativ
activitatea GR, GPO si GST. Similar, PSS diminueaza activitatea GR si GST, dar si a
glutaredoxinei si tioredoxinreductazei.

Avand 1n vedere cd mentinerea nivelului inalt de GSH si scazut de GSSG este cardinala
pentru realizarea proceselor glutation-dependente, deoarece compusul isi realizeaza functiile sale
biologice doar in forma redusa, actiune beneficd asupra metabolismului glutationic si tiol-
disulfidic in conditii fiziologice exercita CMT-28 si CMT-67, deoarece compusii respectivi
amplifica activitatea GR. Enzima transforma glutationul oxidat in GSH, reduce considerabil
sinteza de novo a GSH si mentine actiunea antioxidantd a enzimelor responsabile de reducerea
peroxizilor (GPO s1 GST) si a disulfidelor (glutaredoxina) [83, 233, 234].

Sistemului GR/GSH 1i revine o sarcind importantd in mentinerea Statutului tiol-
disulfidic in celulele mamiferelor. Acest sistem are un rol-cheie in protejarea
macromoleculelor celulare de deteriorarile cauzate de RLO generati in exces. De asemenea,
sistemul GR/GSH si cel TrxR/TRX sunt implicate in mai multe cai de semnalizare celulara
(controlul activitatii factorilor de transcriptie si a altor factori ce regleaza apoptoza si
diviziunea celulard). Inhibarea cailor mentionate are consecinte duale — poate induce
inclusiv tumorale, la actiunea medicamentelor [54, 89, 106].

Stiinta contemporand utilizeaza pe larg in investigarea proceselor patologice modelarea
acestora pe animalele de laborator, deoarece aceasta abordare permite studierea metabolismului,

compusilor intermediari si a sistemelor enzimatice la nivel molecular, celular si tisular.

117



Modelul clasic al patologiei ficatului utilizat frecvent in cercetarea stiintificd este
ciroza hepatici indusid prin administrarea de lungid durati a CCls. In intoxicarea cu
etilenglicol sunt afectati primar rinichii, dar studiile mai largi au atestat si dezvoltarea
hepatopatiei toxice cu numeroase dereglari structurale si biochimice semnificative [95, 130,
138]. Astfel, este justificata utilizarea acestor modele experimentale in studiul
metabolismului glutationului si tiol-disulfidic si a influentei compusilor biologic activi
autohtoni asupra dereglarilor acestuia in patologia hepatica.

Gradul de afectare a ficatului in urma procesului patologic indus de experientele noastre
este semnificativ si se caracterizeazad atat prin dereglari morfologice — macro- si microscopice,
cat si metabolice. Biochimic a fost atestatd acumularea unei cantitati importante de colagen si
hidroxiprolina in ficatul animalelor supuse actiunii toxice cu CCls, care depaseau considerabil
continutul acestora in ficatul animalelor martor (capitolul 2, subcapitolul 2.3).

Rezultatele evaluarii in ficatul animalelor cu ciroza hepatica a nivelului speciilor reactive
ale oxigenului si al produsilor oxidarii de catre radicali ai compusilor celulari (HPL, DAM, AIM,
PPOA) releva majorarea lor. Acest fenomen confirma cresterea capacitatii hepatocitelor de a
produce RLO in afectarea toxica indusa de tetraclorura de carbon. Studiile anterioare ale lui Li S.
(2015), Grattagliano I. (2014), Chan S.W. (2012), Fierbinteanu-Braticevici C. (2009), Cabré M.
(2000), de asemenea, au stabilit rolul intensificarii stresului oxidativ si al accelerarii proceselor
de oxidare atipicd a compusilor organici celulari, inclusiv a peroxidarii lipidelor, in patogenia
maladiilor ficatului.

Stresul oxidativ din ciroza hepatica experimentala determind peroxidarea a multor
compusi, in special, a substantelor cu grupari tiolice datoritd prezentei cisteinei. in studiul nostru
aceasta s-a soldat cu diminuarea nivelului GSH si cresterea GSSG. Impactul depletiei
glutationului si, 1n special, al formei sale reduse asupra celulei depaseste capacitatea protectiei ei
antioxidante.

Studiile recente au relevat ca diminuarea rezervelor de GSH este o particularitate a
celulelor intrate in procesul de moarte apoptoticd, care poate fi declansatd de numerosi stimuli
cum ar fi activarea receptorilor respectivi, stresul, actiunea factorilor toxici din mediu si a
medicamentelor citotoxice [89]. Totodatd, GSH este indispensabil pentru mecanismele de
excretie biliara, inclusiv a deseurilor metabolice si a substantelor ce se formeaza in procesele de
detoxifiere hepaticd [96]. Scaderea continutului de glutation poate cauza acumularea excesiva in

hepatocit a diferitor substante, care sunt subiecti ai excretiei biliare si pot provoca dereglari
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celulare. Cele mentionate pot fi o explicatie a legaturii dintre depletia rezervelor celulare de
glutation si severitatea afectarii hepatice, constata in studiile lui Fierbinteanu-Braticevici C.
(2009), Cabré M. (2000), Purucker E. (1995) si Gudumac V. (1994).

Afectarea grava a organului si diminuarea capacitatii de mentinere a homeostaziei redox
celulare este provocatd si de micsorarea capacititii de protectie antioxidantd atat in
compartimentul hidrofob (hexanic), cat si cel hidrofil (izopropanolic). Detoxificarea tetraclorurii
de carbon este insotitd de generarea a numerosi produsi radicalici, care se neutralizeaza mai putin
eficient in celulele hepatice, fapt relevat in cercetarea efectuata de noi prin diminuarea capacitatii
de captare si neutralizare a radicalului DPPH 1n ambele faze (hexanica si ixopropanolica).

Actualmente este incontestabil ca formele radicalice ale oxigenului, in special radicalul
superoxid anion (O2") si derivatii lui (H202, HO"), sunt substante cu un potential oxidativ extrem
de inalt, care declanseaza si propaga oxidarea cu radicalii liberi a multor substante. Mentinerea la
nivel similar celui specific animalelor martor a activitatii superoxid dismutazei si a catalazei,
demonstreaza incapacitatea hepatocitelor afectate de noxa (CCls) de a se proteja pe sine, tesutul
adiacent si organismul in Intregime de actiunea radicalilor generati in acest tip de patologie
hepatica.

Concomitent s-a inregistrat micsorarea activitatii enzimelor metabolismului glutationic —
GR si GPO, precum si a celui tiolic — TrxR. Dupa cum a fost mentionat in reviul literaturii,
activitatea enzimelor antioxidante este cuplata in diferite compartimente celulare — in citoplasma
GPO functioneaza in tandem cu SOD, iar In mitocondrii i peroxizomi cu catalaza [152, 233].
Prin functionarea cuplatd si competitivd a enzimelor mentionate si a unor antioxidanti
neenzimatici este asiguratd protectia antioxidanta selectiva a diferitor compartimente celulare,
fiind deosebit de eficientd deoarece permite adaptarea mecanismelor de protectie la cele de
generare a radicalilor si intensitatea lor. Astfel, In studiul exhaustiv al activitatii enzimelor
antioxidante in ciroza hepatica experimentald s-a atestat ca sistemul antioxidant enzimatic este
a celulei si inducandu-se afectare hepatocelulara grava.

Intoxicarea cu etilenglicol nu produce modificari metabolice atat de profunde la nivelul
ficatului ca cea cu tetraclorura de carbon. Totusi afectiunea hepatica in acest tip de intoxicatii se
afla In vizorul medicilor din sectiile de terapie intensivd concomitent cu cea de lezare a
rinichilor, deoarece poate determina evolutia starii patologice si finalitatea ei. Studiile anterioare

au evidentiat deregldri histologice semnificative ale structurii ficatului in intoxicarea cu
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etilenglicol [95, 138], modificarile metabolice fiind moderate [130, 138].

In studiul nostru al metabolismului glutationic, tiol-disulfidic, al stresului oxidativ si
sistemului antioxidant am stabilit cd administrarea etilenglicolului determind intensificarea
producerii NO in ficatul afectat de noxa, reflectata indirect de cresterea continutului de S-nitro-
zotioli. Studiile extinse ale Grattagliano I. si coaut. (2014) scot in evidenta importanta stresului
nitrozativ in patologia hepatica (ciroza biliara primara si secundara, colestaza), precum si
conexiunea stransa cu stresul oxidativ cu potential de amplificare reciproca. Drept consecintd a
intensificarii stresului nitrozativ este atestata si intensificarea proceselor de nitrozilare a diferitor
compusi, preferential al celor tiolici, fapt care a si determinat majorarea nivelului de nitrozotioli
identificat Tn cercetarea noastra.

De asemenea, indirect s-a constatat si potentarea stresului oxidativ, demonstrat de
cresterea nivelului de AGE in ficat. Este bine cunoscut rolul hiperglicemiei in formarea AGE
in diabetul zaharat de tip I si 11, obezitate, sindrom metabolic etc. Studiile de ultima ora atesta
ca AGE pot fi produsi in exces si in cazul intensificarii proceselor oxidative specifice stresului
oxidativ. Santos J.C. si colaboratorii (2013) au identificat nu doar cresterea nivelului AGE in
ficat in stresul oxidativ, dar si amplificarea ultimului de catre AGE prin intermediul
receptorilor specifici ai celulelor stelate. Astfel, se formeazd un cerc vicios in care
interactiunea AGE cu receptorul induce producerea ROS, amplificd proliferarea si activarea
celulelor Ito cu agravarea fibrozei hepatice si progresia bolii.

Amplificarea stresului oxidativ si nitrozativ a fost echilibrata partial de cresterea activitatii
enzimelor antioxidante — catalaza si glutation peroxidaza, a nivelului de antioxidanti nespecifici
— HS-grupe proteice si dipeptide histidinice, si mentinerea la valori fiziologice a activitatii altor
enzime ale SAO — SOD, glutation reductaza, glutation-S-transferaza si glutaredoxina.

Studiul comparativ al actiunii terapeutice a CBA autohtoni in ciroza hepaticd produsa de
administrarea tetraclorurii de carbon si in hepatopatia experimentald indusd de administrarea
etilenglicolului a scos 1n evidentd ca compusii testati exercita efecte diverse ca directie si impact
in aceste doud modele experimentale.

Astfel, in ciroza hepaticd s-a atestat o actiune mai puternicd a compusilor de origine
naturala — BioR si PSS, obtinuti din cianobacteria Spirulina platensis, comparativ cu cei obtinuti
prin sinteza chimica (CMD-4, CMD-8, CMJ-23, CMT-67 si CMT-28).

Tratamentul cu PSS al animalelor cu ciroza hepatica a aprofundat diminuarea nivelului de

glutation total, redus si oxidat in ficat. Rezultatul atestd pierderea compusului ce poate avea loc
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pe mai multe cai — glutationizarea metabolitilor, nitrozilarea glutationului redus, degradarea si
eliberarea cisteinei In circulatie pentru acoperirea necesitatilor tesuturilor extrahepatice etc.,
constatate in studiile anterioare ale altor savanti [206, 94, 56].

Activitatea tioredoxin reductazei in ciroza hepatica manifesta o reducere de 11%, iar cura
de tratament cu PSS determind depresia substantiald a nivelului de activitate enzimatica, ceea ce
ar putea inhiba proliferarea celulelor hepatice stelate prin reducerea functionalitatii tioredoxin
reductazei Se-dependente [58, 164].

Inducerea de catre PSS a activitdtii glutaredoxinei in ficatul animalelor intoxicate
contribuie intr-o mica masurd la restabilirea nivelului functional al enzimei, care nu atingea
valoarea parametrului in conditii fiziologice. Dereglarea activitatii glutaredoxinei afecteaza
procesele de glutationizare/deglutationizare a numeroase proteine (Ras, Fas, ASK1, NFkB,
procaspaza-3 etc.) ce intervin atat in cdile reglatoare ale apoptozei, cat si in cele de supravietuire
celulara [168, 54, 105].

Astfel, influenta PSS asupra nivelului functional al enzimelor sistemului tioredoxinic ar
putea contribui la diminuarea vitezei procesului de fibrozare a ficatului datorita capacitatii de a
regla procesele de proliferare si apoptoza celulara.

Rezultatele studiului nostru completeaza datele cercetdrilor anterioare [73, 169, 76, 47,
216, 135], care au atestat cd PSS in diferite modele experimentale manifesta actiune
antioxidanta, antiproliferativa si antitumorala, descifrand unele elemente ale mecanismului
acestor efecte.

Tratamentul cu BioR produce un numar redus de modificari in ficatul animalelor cu ciroza
hepatica, dar moduleaza semnificativ metabolismul tiol-disulfidic in cazul hepatopatiei toxice
produse de etilenglicol. in ciroza hepatica remediul, indiferent de doza in care a fost administrat
(1 mg/kilocorp sau 2 mg/kilocorp), normalizeazd activitatea glutation reductazei si glutation-S-
transferazei si amplifica activitatea antecedent micsorata a glutation peroxidazei pana la nivel
apropiat de cel martor.

In hepatopatia toxica produsi de etilenglicol, BioR:

a) diminueaza pana la valorile de referintd nivelul antecedent crescut al HS-grupelor
proteice, S-nitrozotiolilor si al dipeptidelor histidinice;

b) micsoreaza sub valorile de referintd activitatea SOD, catalazei, glutation peroxidazei,
glutation-S-transferazei si glutation reductazei si continutul de oxid nitric si PPOA, care erau in

hepatopatia toxica la un nivel apropiat de cel fiziologic;
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¢) aprofundeaza scaderea continutului de DAM inregistrata la animalele intoxicate;

d) amplifica activitatea glutation reductazei (normala la animalele cu patologie) si nivelul
AGE atat peste valorile depistate la animalele cu HT, cat si la cele martor.

Rezumand cele expuse remarcam ca indicii metabolismului tiol-disulfidic investigati au
evoluat diferit la administrarea remediului cianobacterian BioR, marcand in multe cazuri
modificari adaptiv-compenstoare in ficatul afectat de etilenglicol orientate spre derularea mai
intensa a proceselor de restabilire metabolica celulara.

Efecte similare a preparatelor obtinute din cianobacteria Spirulina platensis au fost
depistate in maladiile cardiovasculare [120, 167, 191, 217], renale [202], diabetul zaharat
insulino-independent [139, 117] etc., care posibil se bazau pe actiunea lor antioxidanta [64, 81,
161, 194, 196, 181, 195, 78] si antiinflamatoare [125, 126, 178, 139, 195,145, 205, 59, 121]
stabilita in multiple studii in vivo si in vitro.

Mecanismele ce asigurd mentinerea homeostaziei celulare in patologia hepatica si
determind restabilirea metabolismului, structurii si functiei organului, precum si modalitatile de
stimulare si/sau modulare a proceselor reparative, raman in atentia savantilor dat fiind
actualitatea bolilor ficatului. Aceasta ne-a determinat sa completam studiul realizat cu cercetarea
particularitatilor metabolice ale restabilirii functionale a ficatului in ciroza hepaticd si
hepatopatia experimentald indusa de administrarea baze Sciff noi, complexe cu metale 3d —
CMT-28, CMT-67, CMD-4, CMD-8 si CMJ-23.

Tratamentul cirozei hepatice cu compusii coordinativi ai cuprului CMT-28 si CMT-67,
releva actiunea lor diferitd asupra activitatii glutation reductazei, glutation peroxidazei si
glutation-S-transferazei. Impactul compusilor studiati asupra capacitatii functionale a enzimelor
respective este in general beneficd si determind normalizarea sau cresterea activitatii lor, cu
exceptia influentei CMT-67 asupra GPO, care s-a mentinut la nivelul specific animalelor cu
ciroza si era de cca 2 ori sub valorile de referinta. Totodata, CMD-4, CMD-8 si CMJ-23
micsoreaza semnificativ activitatea glutation reductazei si cea a glutation-S-transferazei, iar
capacitatea functionala a glutation peroxidazei este majoratd considerabil, comparativ cu nivelul
martor si cel stabilit la animalele cu hepatopatie toxica.

Amplificarea activitatii glutation peroxidazei, ce concureazd cu SOD si catalazd in
neutralizarea peroxidului de hidrogen si a peroxizilor organici si poseda o specificitate mai joasa
fatd de substrat comparativ cu celelalte doud enzime [152, 233, 31, 141,234], reprezintd o dovada

elocventd a capacitatii compusilor coordinativi de a modula potentialul de protectie antioxidanta
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a ficatului in patologia experimentalda modelatd, cu scopul de a compensa diminuarea activitatii
glutation-S-transferazei. Ultima catalizeaza conjugarea glutationului cu o mare varietate de
compusi organici electrofili, initiind, pe de o parte, formarea acizilor mercapturici — o cale
importanta de detoxifiere in organism, iar pe de altd parte, descompunerea aldehidelor — compusi
finali foarte reactivi ai peroxidarii lipidice ce sunt responsabile de inhibarea replicarii si
translatiei, a glicolizei si lantului respirator [116, 215].

Activitatea SOD si a catalazei nu a fost influentata semnificativ de compusii coordinativi ai
metalelor si s-a mentinut la nivelul specific animalelor cu hepatopatie toxicd (cu exceptia
catalazei la administrarea CMD-8). Astfel, activitatea enzimelor ce asigura etapele incipiente de
protectie antioxidanta prin neutralizarea, respectiv, a superoxid anion radicalului (O2*") si a
peroxidului de hidrogen si prin preventia formarii radicalului hidroxil (HO"), este suficient de
inaltd pentru a proteja ficatul de actiunea acestor substante cu potential reactiv mare si a sustine
actiunea enzimelor glutationice cu care se afla in relatie de competitivitate pentru anumite
substraturi [152, 233].

Ipoteza este sustinuta de alt fenomen produs de compusii coordinativi studiati — diminuarea
notabild a continutului de oxid nitric sub actiunea CMD-8 si CMJ-23, asociatd cu scaderea
concludenta a nivelului de S-nitrozotioli, precum si micsorarea pana la valorile de referinta a
grupelor HS-proteice, asociata cu tendinta de diminuare a nivelului produsilor reactiilor de
oxidare — AIM. Efectul este neunivoc, deoarece CMD-4 amplificd de cca 2,3 ori continutul de
NO, cu 42% al AGE, dar il micsoreaza cu 33% pe cel al PPOA. Luind in considerare ca radicalii
liberi initiaza si propaga oxidarea multor substante, rezultatele atestate releva eficienta actiunii
antioxidante a unor compusi coordinativi ai metalelor in hapatopatia experimentald toxica si
posibilitatea utilizarii lor in calitate de hepatoprotectori.

La final putem conchide ca pentru prima data in baza unui studiu experimental multilateral
au fost obtinute date noi despre particularitatile dinamicii indicilor metabolismului glutationului,
tiol-disulfidic, stresului oxidativ, sistemelor endogene de peroxidare a lipidelor si de protectie
antioxidanta in evolutia patologiei hepatice experimentale si la remedierea dereglarilor cu CBA
autohtoni sintetici si naturali. De asemenea, in premierd s-a studiat actiunea CBA asupra
metabolismului hepatic in conditii fiziologice.

Rezultatele obtinute au relevat potentialul profilactic si terapeutic selectiv si particular al
CBA autohtoni sintetici si naturali. Sub aspect profilactic s-au impus cu actiune mai potenta

compusii coordinativi ai cuprului — CMT-28 si CMT-67, si remediul de origine cianobacteriana

123



PSS. Ceilalti CBA — CMD-4, CMD-8, CMJ-23 si BioR, atesta actiune nesemnificativa asupra
indicilor metabolismului glutationic, tiol-disulfidic, ai stresului oxidativ si sistemului
antioxidant.

Evaluarea perturbarilor proceselor oxidarii peroxidice a lipidelor, statutului antioxidant si
ale metabolismului glutationic si tiol-disulfidic in ciroza hepaticd indusa de tetraclorura de
carbon si hepatopatia toxica conditionatd de etilenglicol, s-a manifestat prin intensificarea
proceselor POL, epuizarea protectiei antioxidante, si, in consecintd, dezvoltarea si extinderea
proceselor distructive la nivel celular si tisular, fenomen confirmat histologic si metabolic.

Rezultatele cercetdrii dereglarilor metabolice si histologice (studiu partial) in patologia
experimentald hepaticd au confirmat necesitatea elabordrii unor abordari de corectie
farmacologicd corespunzatoare. Studiul realizat a demonstrat cd in schemele moderne de
tratament al bolilor ficatului ar putea fi inclusi CBA autohtoni, testati in modelele experimentale
ale patologiei hepatice.

Actiunea CBA asupra diferitor indici ai metabolismului glutationului si tiol-disulfidic, ai
stresului oxidativ si sistemului antioxidant este individuala si diferentiata in functie de etiologia
si mecanismele patogenice ale patologiei hepatice. A fost evidentiatd posibilitatea de a influenta
selectiv anumite procese in ficat In diverse patologii. S-a constatat cd compusii coordinativi ai
metalelor exercita actiune mai potenta si variatd in hepatopatia toxica produsa de etilenglicol, pe
cand in ciroza hepatica indusa de tetraclorura de carbon efecte mai benefice au exercitat
remediile de origine cianobacteriand si doar 2 din compusii coordinativi ai metalelor studiati —
CMT-28 si CMT-67.

Cercetarile efectuate au evidentiat valenta profilactica si terapeutica a compusilor biologic
activi autohtoni si a combinatiilor lor, mecanismele efectelor lor biochimice si moleculare si
perspectivele de valorificare a acestor preparate. In baza acestor cercetiri pot fi identificate
directiile investigatiilor ulterioare ale potentialului farmacologic al CBA autohtoni pentru
cresterea eficientei tratamentului aplicat si identificarea altor stari patologice, unde ar putea fi
utilizati pentru remediere.

Datele obtinute prezintd un deosebit interes atat in cercetarea fundamentala, cat si in
cercetarea aplicativd prin evaluarea unor CBA noi cu scopul de a deveni medicamente
implementate in practica medicala.

De asemenea, rezultatele obtinute permit de a identifica cei mai sensibili markeri
biochimici, care vor putea fi folositi ca indicatori de diagnostic si de prognostic cu valoare

predictiva in patologia hepatica si de apreciere a eficientei tratamentului aplicat.
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3.8. Concluzii la capitolul 3

1. La administrarea remediilor cianobacteriene (PSS) animalelor intacte se inhiba
activitatea enzimelor metabolismului glutationului (GR, GPO, GST si TrxR) si se produce un
stres oxidativ care se manifestd prin cresterea notabild a concentratiei NO, HPL, DAM, PIM si
PPOA, si diminuarea protectiei antioxidante (AAT in faza izopropanolica si SOD).

2. Administrarea compusilor coordinativi ai metalelor animalelor sandtoase exercitd
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 influenteazd preponderent
activitatea enzimatica.

3. Hepatopatia experimentald indusd de CCls determind diminuarea nivelului GSH si
cresterea GSSG, conditionate probabil de diminuarea activitatii GR si GPO. Noxa conditioneaza
cresterea excesiva a indicilor stresului oxidativ (hidroperoxizilor lipidici), a produsilor proteici
de oxidare avansatd, albuminei ischemic modificate si produsilor finali de glicare avansata,
precum si o reducere a nivelului activitatii antioxidante totale in tesutul hepatic, atat in mediul
polar, cat si 1n cel nepolar, iar cura de tratament cu PSS practic normalizeaza valorile acestui
indice. Intoxicarea de durata cu etilenglicol nu afecteaza puternic indicii studiati, atestandu-se
doar cresterea nivelului AGE, S-nitrozotiolilor, dipeptidelor histidinice si a activitatii catalazei.

4. In hepatopatia experimentald 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 GST.

5. Tratamentul cu compusii studiati ai animalelor cu hepatopatie toxica conditionata de
etilenglicol produce multiple si diverse actiuni asupra indicilor metabolismului tioldisulfidic, a
stresului oxidativ si a sistemului antioxidant: a) BioR diminueazd activitatea majoritatii
enzimelor studiate (GR, GPO, GST, SOD si catalazei), nivelul dipeptidelor histidinice si
amplifica procesele oxidative (cresc AGE, PPOA si S-nitrozotiolii); b) toti compusii coordinativi
al metalelor diminueaza activitatea GR si 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 — creste continutul de DAM si activitatea GPO, dar micsoreaza nivelul NO si AGE.

6. Administrarea unor compusi biologic activi (CBA) autohtoni in hepatopatiile

experimentale induce influente importante asupra dinamicului indicilor investigati. Actiunea
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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
scopul modularii proceselor metabolice in functie de necesitati.

7. Elucidarea detaliata a mecanismelor, care stau la baza actiunii CBA autohtoni, va
extinde cunostintele teoretice despre proprietatile biologice ale unui sir de compusi chimici,
a explora obiecte de perspectiva in scopul obtinerii unor noi preparate medicamentoase eficiente.

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

profilaxia bolilor hepatice.
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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 [6].

2. Remediile cianobacteriene (PSS) inhiba activitatea enzimelor metabolismului
glutationului (GR, GPO, GST si TrxR) si induc stresul oxidativ care se manifestd prin
cresterea notabild 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 [8].

3. Ciroza hepatica experimentald indusa de administrarea de durata 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 scaderea
nivelului activitatii antioxidante totale in tesutul hepatic, atat in mediul polar, cat si in cel
nepolar. Hepatopatia toxica produsa de intoxicarea cu etilenglicol nu este marcatd de
modificari semnificative ale indicilor studiati, fiind inregistrata doar cresterea semnificativa
statistic a nivelului HS-grupelor proteice si AGE, si neconcludenta a S-nitro-zotiolilor,
dipeptidelor histidinice si a activitatii catalazei [8, 18].

4. Combinatiile bazelor Schiff noi cu metale 3d au demonstrat actiune mai larga si
diversd in hepatopatia experimentald produsd de intoxicarea cu etilenglicol, comparativ cu
ciroza hepatici experimentali indusa 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-o pe cea a GPO, actiunea asupra altor indici fiind de
orientare si amploare diferiti pentru fiecare compus studiat. In ciroza hepatici
experimentala s-a atestat normalizarea sau cresterea activitatii glutation reductazei si
glutation-S-transferazei (CMT-28 si CMT-67), iar activitatea glutation peroxidazei a fost
influentata doar de CMT-28 [6].

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 hepaticdi 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
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toxica conditionata de etilenglicol BioR diminueaza activitatea majorittii enzimelor studiate
(GR, GPO, GST, SOD si catalazei), nivelul dipeptidelor histidinice si amplifica procesele
oxidative, confirmat prin cresterea AGE, PPOA si S-nitrozotiolilor [8, 30].

6. Actiuneca 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 hepatopatiei, oferind

posibilitati de a utiliza compusii cercetati in scopul modularii proceselor metabolice hepatice

in 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, GST) 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 genezad toxicd si cu ciroza hepaticd, 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
determinarilor, 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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Centrul Republican de Control Extern al Calitatii

ACT
despre implementarea reali 3 rilor

B iy

l.Denumirea actului normatv, instructiv-metodic (indicatii o norme de igiend,
regulamente igienic e, substante medicamentoase si imumologice ete.)
inovatie
Micrometodi de dozare a y-glutamil-cistein-sintetazei
In materialul biologic

{pnge 51 cind 3 ost EMpemantt)
2. A fost implementat in subdivizunea: Centrul Bepublican de Control Extern al Calitiiii

14.10-30.11.2010
|t gz )
Stadinl implementinii: Experienti pe teten

Autorii implementirii: L Andronache V Gudumae, O. Tagadine

1 Eficacitatea (se indicd criteriile eficacitatii. Permite de 3 reduee chislinielile de reagenfi 5 timp
la dozarea gama-GGCS in prachica de laborator pentr depistarsa tulburdrilor in sistemul
glutationic in maladiile hepatice  stabilirea uwnni diagnostic stiinfific pozitiv 3t diferenfiat ot
urmiérirea eficienfei tratamentulul aplicat. Avantajul propunerii date constd in faptul ei procedeul
descniz =2 executd dupd tehnici adaptate pentro aplicarea 13 erice analizor biochimic. si. totodatd.
pemmite de 3 médn performaniele analiice (sensibilitatea. precizitates = reproductibilitaiea)
analizelor efeciuats.

4. Ohiectiile 5i sugestiile

Persoana responsabild Svetlana Caragia, dr.biol,
de implementare directorul CRCEC
o
Nr de inregistrare 12 din 30.11.2010 Data elibersrii . (0L
d
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Cenirul Republican de Conirol E xtern al Calititii

ACT

1.Denumirea actului normaty, instructiv-metodic (ndicatii metodice, norme de igiena,

regulamente igienice, substante medicamentoase siimunologice etc.) Elaborare
metodici

INVESTIGATII BIOCHIMICE. Volumul IT. Micrometode. Flaborare metodica.

Chisinau, 2010.

(unde 5 dndz foet implsmenizt)
2 Afost implementat in subdiviziunea: Centrul Republican de Control Extern al
Calitatii 241124122010

. . . (et giaml)
Stadiul implementirii: Experienti pe teten

Autorii implementirii: V.Gudumac. Tagadive O.. Tapeov V.. E Rivneac. L Andronache.
V. Pantea

J. Eficacitatea (se indicd criteriile eficacitati). Fermite de a reduce chietuiglie de
reagenti si timp la dozarea unor constituenti biochimici folositi frecvent in practica de
l[aborator pentru stabilirea unui diagnostic stiintific pogitiv si diferentiat si umérirea
eficientel tratamentului aplicat.  Avantajul propunerior date consta in faptul ca
micrometodele descrise se executd dupd tehnici adaptate pentru aplicarea la orice
analizor biochimic, si, totodatd, ele permit de a mar performantele analitice

(sensibiltatea, precizitatea si reproductibilitatea) analizelor efectuate.

4. Obiec? iile ? i sugestiile

Perzoana responsabild Swvetlana Caragia, dr.biol.,
de implementare directorul CRCEC

Nrde inregistrare 13 din Data eliber iririi @Lﬂ%?
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ACT

l.Denumirea actului normaty, instructiv-metodic (indicatii metodice, norme de
igiend, regulamente igienice, substante medicamentoase 5i imunologice ete.)
imov atie

Centrul Republican de Conirol Extern al Calititii

APROB
Directorul CRCEC,
PROCEDEU OPTIMIZAT DE DETERMINARE A GLUTATIONULUI
REDUS
{unds gicind 2 fost implementzf)
2 Afostimplementat in subdiviziunea: Centrul Republican de Control Extern al
Calitatii 15.09-30.10.2009

o Y. — fd=te 5l zmd)
Stadiul implementinii: Experienti pe teren

Autorii implementarii: L Andronache. V.Gudumac, V. Rivneac. A Gulea. E Rivneac. V. Pantea

3. Eficacitatea (se indica criteriile eficacitatii). Permite de a reduce chigltuislile de
reagenti si timp la dozarea G-5H in practica de [aborator pentru depistarea tulburarilor
in sistemul glutationic in maladiile hepatice, stabilirea unui diagnostic stiintific pozitiv si
diferentiat si urmarirea eficientei tratamentului aplicat. Avantajul propunerii date const3
in faptul ci procedeul descris se executd dupd tehnici adaptate pentru aplicarea |a orice
analizor biochimic, si, totodata, permite de a mari performantele analitice (sensibilitatea,

precizitatea si reproductibilitatea) analizelor efectuate.

4. Obiectiile si sugestiile

S etlana Caragia, dr.biol.,
directorul CRCEC

de implementare Data eliberirii L:L.IE , E

Nr de inregistrare 13 din
20.10.2019

Persoana responsabila
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Centrul Republican de Control E xtern al Calitatii

despre implementarea realizdrilor stiin

1D enumirea actuhn normaiy, mstructy-metodic (ndicain metodice, norme de igieni, regul amente
igiemice, substante medicamentoase 5 munologice ae,) nov atie

PROCEDEU DE DOZARE A ACTIVIT ATII GLUTATIONPE ROKIDAZICE
LA FIDERUL IMUNCE NZIMATIC

funde =i cind 2 fost implementzt)
2. A fost implementat in subdiviziunea: Centrul Republican de Control Extern al Calitatii

16063007, 2009
fdatz 51 znul )

Stadiul mplementari: Experienfa pe teren

Autorii implementarii: L Andronache, V.Gudumac, ¥ Rivneec, 0. Tagadiue. E Rivneac, V. Pantea

3. Eficacitates (32 indicd criteriile oficacitdfii). Permite de a w=duce chieftuielile de reagenti si
timp la dozarea GPO pentru diagnosticarea dereglarilor in sisternul antioxidant in
afectiunile hepatice, urmarirea evolutiei boli si a eficientel tratamentului aplicat.
Fropunerea datd permite de a mari performantele analitice (sensibilitatea, precizitatea si
reproductibilitatea) ale analizelor efectuate.

4, Obiectile 31 sugestiile

Pearsoana responsabila Svetlana Caragia, dr.biol,
de implementare directorul CRCE C
Nr deioregistrare 12 dim 30.07 2009 Data diberarn
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Centrul Republican de Control E xtern al Calitatii

APROB
:_"'_-'.J_‘.E;ad,e_mician al ASM
(f 2 5 Profesor universitar
o M.Popovici
N s
"'.,q\b... .
ACT

Directonil IMSP IC
despreimplementarea realizirilor stintifico-practice

1.Denumirea actului normaty, instructiv-metodic (indicatii metodice, norme de igiena,
regulamente igienice, substante medicamentoase si imunologice etc.)

Determina rea thiored oxin reductazei

{unde i cind 2 fost Eplem sntet)
2. A fost implementat in subdiviziunea: Clinica Insttutuln de Cardiolegie.

Laborator Cardiclosis Inferventionali

1500-30.11.2012
(datz 51 =l

Autorii implementirii: Andronache Lilia Tagadine Qlga. Gudumac Valentin . Stirba
Olga.

3. Eficacitatea (se indicd criteriile eficacititii). Permite de a reduce chigltuiglile de
reagenti si timp la dozarea unor constituenti biochimici folositi frecvent Tn practica de
laborator pentru stabilirea unui diagnostic stiintific pozitiv si diferentiat si ummarirea eficientei
tratamentului aplicat. Avartajul propunerilor date consta in faptul ¢ micrometodele descrise
se executd dupa tehnici adaptate pentru aplicarea la orice analizor biochimic, si, totodata,
gle permt de a mar performantele analtice (sensibiitatea, preciziatea si
reproductibilitatea) analizelor 1 efectuate.

4. Obiectiile 5i sugestiile

Persoana responsabili Cobet Valeriu, dr. hab. Biologie,
de implementare Cercetator stiintific coordonator
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Centrul Republican de Conitrol Extern al Calitai

APROB
Directorul IMSP IC
-Academician al AGM

ACT witi i
despre implementarea realizarilor sdintifico-practice

l.Denumirea actului normaty, instructiv-metod ic (indicatii metodice, norme de igiend,
regulamente igienic e, substante medicamentoa se 5i imunologice etc.)

Determinarea activititii glutaredoxinei

‘unde g cind 2 fout Enplementzf)
2. A fost implementat in subdviziunea: Clirica Inshifului de Cardiologie. Laborator
Cardiologie Interventiohald

15.09-30.11. 2012
iz anud)

Autorii implementirii: Andronache Lilia. Tagadiue Olra. Gudumac Valentin . Stirba Olga.
Pantea Valeriana.

3, Eficacitatea (se indicd criteriile eficacitii). Fermite de a reduce chieltuiglile de
reagenti si timp la dozarea unor constituenti biochimici folostti frecvent in pradica de
laborator pentru stabilirea unui diagnostic stiintific pozitiv si diferentiat si urmarirea eficientei
tratarmentului aplicat. Avantajul propunerilor date consta in faptul cd micrometodele descrise
se | executd dupd tehnici adaptate pentru aplicarea la orice analizor biochimic, si, totodata,
ele permit de a mari performantele analitice (sensibilitatea, precizitatea si
reproductibilitates) analizelor efectuate.

:;.gmﬂc:mtﬂe " i/ _}~ Cobet Valeriu, dr. hab. Biologie,
Persoana responsabila | p-bc " Cercetitor stiintific coordonator

de implementare g
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APROB
Dhrectorul INSP IC

IMSP Institutul de Cardiologie

ACT
despre implementarea realizarilor

sti

l.Denumirea actului normatv, instructiv-metodic
(mdT"»if#"etodice, norme de igiend, regulamente igienice,
substante medicamentoase §i imunologice etc.)

Procedeu de dozare a indicilor metabolismului glutationic in materialul biologic.

2. A fost implementat in subdiviziunea: Laboratorol de Diagnostic Chmic al
AP Institutul de Candiclogie, mn pericada aa 2004 2015

(unde si cand a fost implementat)
Autorii propunerii de implementare: Lilia Andmonache, cercetdtor stiuntific
Laborator Biochimie |P USMF Nicolae T ertemirany

3. Eficacitatea (se indicd criteriile eficacitdrii). Pernute de a reduce
chieltuielile de seapenti 3 timp la dozasea a indicilor metabolismului glutationic in
probele biologice. Avantapul propuneni date constd m faptul cd procedesle descrize
permit de a mén performantele analitice (senzibilitatea, precimitatea 3
reproduchinbitatea) anahrelor efectuate s, totodatd, pot fi aphcate la once anahzor
biochimic.

4. Obiectiile gi sugestiile: Se recomandd pentm diagnosticarea tulburdnlor
metabohce 1n bolile cardio-vrasculare 21 urménrea eficienta tratamentuln aphcat

Perroana responrabild Tatiana Popovici,
de implermentare ¥ s.f Laborator de Diagnostic Clinic
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IMSP Institutul de Cardiologie

Metode de dozare a indicilor metabolismului glutatiomic

APROE
Vice-directorol INMSP IC Academician al AZAL
ofestr untversitar
M.Pagpovic

ACT
despre implementarea realizirilor stiintifico-piractice

l.Denumirea actulul normatv, instructiv-metodic
(indicatii metodice, norme de igiend, regulamente
igienice, substante medicamentoase 51
imunologice etc.)
2. A fost implementat In subdiviziunea: Laboratoml Cardicloge
interventionald septembrie 2014 septembne 2015
{unde si cand a fost implementat)

3. Autorii propunerii de implementare: Lila Andronache. cercetitor stuntific
Laborator Biochimie IFP LISMF Nicedse Tertemitany 4. Eficacitatea (se indicd
criteriile eficacitdtii). Pemute dea reduce chieltwelile de reagents 31 timp la
dozarea indicilor metabolisrrmlui glotationic in probele biologice. Avantajul propuneni
date constd in faptul cd micrometodele descnze pernut de a min performantee
anabitice (sensibibtatea. precizitatea 51 seproductibilitatea) anahizelor efectuate 51 pot fi
aplicate la onice analizor biochimic.

5. Obiectiile 5i sugestiile. Obiectii nusunt. Se recomanda pentru diagnosticarea
tulburarilor metabolismului tiokdisuffidic ce se produc in bolile cardio-vasculare si
urmarirea eficientei

tratamentului

aplicat.

Popona L, dr hab 3t med.
conf.cencet
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Aprob
Prorector pentru activifatea
p— Eﬁin;iﬁcﬁ IP USMF

/f = MNicolae Testemitanu”,

f ~ P dI’ thab. st. med., prof. universitar
e A x' G}EPQ_]‘IL RDJhDVI—ﬁ-.hU

llll'} o .-_ -'l__ _\_.\,. e

g K1

de implementare a rezultatelor ce rE‘ﬂ.lHlDl‘ stiintifice
la Catedra de biochimie si biochimie clinicd. Facultatea Medicina,
IP USMF “Nicolae T estemitanu™

1 Denumirea ofertei pentru implementare:
E laborare metodicd . M etode de cercetare a metabolismului hepatic™

2. Autorul propunerii de implementare: Lilia Andronache. cercetitor stiinfific.
Laborator Biochimie, IP USMF _Nicolae Testemijanu™

3. Sursade informagie;  Metode de cercetare a metabolistmului hepatic™. Elaborare
metodicd/ V. Gudumac, V. Rivaeac, O.Tagadiuc, V. Sardari, L Andronache fatal 1;
sub red. Valentin Gudumac: Unv., de Stat de Medidna s1 Farmacie “Nicolae
lestemitanu”] Ch.: 5.n. 2012 (hpogr. Tehmca-Info). 162 p.

4. Locul 5i timpul implementdrii: a fost implementat in perioada aa 2013- 2015 la
Catedra de biochimie g biochimie clinicd. Facultatea Medicind TP USMF "Nicolae

[esEmifany . in cadiol procesull didacac [3 amul IV, cursul de Biochimie clifca,
tema “Birochima Ficatulm 1n norma s patologe™.

= ‘. " 13
(/L Aff”f'/“' Ol ga Tagadiuc,
—U _ sef Catedrd, dr. hab. 51. med, conf. univ.
Pl

ﬁ 15")"/"' /-(,¢ / Protopop Svetiana,
- ,

Sefstudii, dr. 5t. med., conf. univ.
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Aprob
Frorector pentru activitatea

- _stimfifica TP USMF
o *?‘:ﬁ .olae Testemijanu”,
S % ﬂbdlt'\t]u st. med., prof. universitar
- fjl]&’n:glu [?,_[:I'T"C'l.'ﬂl AN

'..I_-..__\_..I..-_.::__ I|
de implementare a rezultatelor cercetirilor stiintifice la Catedra
Medicini delaborator, Faculatea de Educatie Continua a Medicului
si Farmacistului, IP USMF “Nicolae Testemitanu™

I Denumirea afertei pentru implementare. Protocoale standardizate de cercetare a
metabolismului glutationic

2. Autorul propunerii de implementare: Lilia Andronache, cercetitor stiinfific,
L aborator Biochimie., [P USMF Nicolae Testemijanu

3. Sursa de informatie: Protocoale standardizate de cercetare a metabolismulu
glutationic (Ghid practic)/ L Andronache; Univ.de Stat de Medicind st Farmacie
“Nicolae Testemifanu™ - Chisindu:S n 2014 (Tipogr. “Elan Poligraf™) 44 p.

4 Locul 5i timpul implementdrii- a fost implementat in perioada aa 2014- 2015 1a
Catedra Mediana de Laborator. Facultatea ECMFE TP USMFE “Nicolae
Testemifanu”™. in cadml procesului didacticla cursurile de competenta =i reciclare
cu tema “Particulantifile metabolismulu foamnoacizilor’,  Tulburirile
metabolismulu compustlor sulfulu™,  Metabolismul tiol-disulfidic”,
~Dhagnosticul de laborator al tulburdnlor metabolismului fiol-disulfidic”.

/ "_ Anatol Visnevschi,
—f;;., L = ~ef Catedrd, dr. hab. 5t. med, profuniv.
2 7
A s 7 2 Liliana Rotaru,

Sefstudii, asistent univ.
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Declaratia privind asumarea raspunderii
Subsemnata, Lilia Andronache, declar pe raspundere personala ca materialele prezentate

in teza de doctorat sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez cd, in

caz contrar, urmeaza sa suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

Andronache Lilia
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CV-ul AUTORULUI

Nume: Andronache

Prenume: Lilia

Data nasterii: 04.02.1968

Locul nasterii: s. Corbu, r-nul Donduseni, Republica Moldova
Cetitenia: Republica Moldova

Studii:

e 1984 — 1990 - Studii universitare la facultatea Sanatate publica, Universitatea de Stat de

Medicina si Farmacie ,, Nicolae Testemitanu”
Activitatea profesionala:

e 1990 — 1997 — colaborator stiintific inferior, laboratorul Morfologie, Laboratorul Central
de Cercetari Stiintifice al Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie ,, Nicolae
Testemitanu”

e 1997 — 2002 — colaborator stiintific, laboratorul Morfologie, Laboratorul Central de
Cercetari Stiintifice al Universitatii de Stat de Medicind si Farmacie ,, Nicolae
Testemitanu”

e 2002 — prezent — cercetdtor stiintific, laboratorul Biochimie, Laboratorul Central de
Cercetari Stiintifice al Universitatii de Stat de Medicind si Farmacie ,, Nicolae

Testemitanu”

Stagii: 2014 — Centrul Medical Research Mossakowski, Departamentul de Neuropeptide, or.

Varsovia, Polonia.

Domeniul de activitate: Biochimie medicald, Medicina de laborator.

Participari la conferinte stiintifice nationale:

Conferintele Stiintifice Anuale ale colaboratorilor si studentilor Universitatii de Stat de

Medicina si Farmacie ,, Nicolae Testemitanu™ 2011, 2012, 2013, 2014, 2015;
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Participari la conferinte stiintifice internationale:

- Conferinta stiintifica internationala ,,Biotehnologia microbiologica — domeniu scientointensiv
al stiintei contemporane” Chisindu, 2011;

- The XVIII-th International Conference ,,Physical Methods in Coordination and
Supramolecular Chemistry”” Chisinau, 2015;

- Conferinta stiintificd internationald “Scientific international conference on microbial

biotechnology”. Chisindu, 2014.

Participari la conferinte stiintifice nationale cu participare internationala:

- Congresul al IX-lea National cu participare internationalda al ,,Geneticienilor si
amelioratorilor”. Chisinau, 2010.

Lucrari stiintifice publicate: poseda total 29 lucrari stiintifice si metodice publicate.

Date de contact:

Tel. mob: +373 79 938 804

E-mail: lilia.andronache@usmf.md
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