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ADNOTARE
Mihalciuc Olga. Modificari imunobiochimice la actiunea polizaharidelor sulfatate din
spirulind in norma si patologie. Teza de doctor in stiinte medicale. Chisinau, 2017.
Structura tezei: introducere, 4 capitole, concluzii generale si recomandari practice, bibliografie
(251 surse), 32 tabele, 20 figuri, 185 de pagini text de baza. Rezultatele obtinute sunt publicate in
27 lucrari stiintifice.
Cuvinte cheie: polizaharide sulfatate din spirulind, hepatopatia toxica, imunodeficit
experimental, astm bronsic, indici imunobiochimici, citokine, sistem glutationic.
Domeniul de studiu: 324.03 - Diagnostic de laborator.
Scopul studiului: evaluarea particularitatilor si  semnificatiei modificarilor indicilor
imunobiochimici la actiunea remediilor ce contin polizaharide sulfatate din spirulina (PSS) in
norma si la modelarea unor patologii cu implicarea sistemului imunitar si de natura toxica.
Obiectivele lucrarii: cercetarea actiunii PSS asupra parametrilor sangvini, indicilor
imunobiochimici si proceselor metabolice in ser, ficat, splind si maduva osoasd in normad, la
modelarea hepatopatiei toxice (HT) si imunodeficit (ID), elucidarea in vitro a particularitatilor
proceselor imunobiochimice sangvine la pacientii cu astm bronsic (AB) si la actiunea PSS.
Metodologia cercetarii stiintifice: s-a efectuat o cercetare fundamentala in vivo pe animale de
laborator si in vitro pe probele biologice colectate de la persoane conditionat sanatoase si de la
pacienti cu AB. Au fost folosite peste 50 micrometode de cercetare elaborate de noi in baza
metodelor existente. Indicii imunobiochimici au fost studiati in sange, tesutul hepatic, lienal si
maduva osoasa 1n conditii fiziologice, HT, ID, AB si la tratamentul cu PSS si remedii ce contin
PSS si alte principii bioactive. ID a fost modelat prin administrarea ciclofosfanului, iar HT a fost
indusd prin administrarea CCls. Rezultatele obtinute au fost supuse prelucrdrii statistice prin
utilizarea programelor computerizate ,,StatsDirect” si ,,Statistica 6,0 si prezentate prin procedee
tabelare si grafice.
Noutatea si originalitatea stiintifica. Pentru prima datd a fost efectuat un studiu multiplanic
complex de cercetare, care a permis obtinerea datelor noi privind modificarile indicilor
imunobiochimici in sange, ficat, splina si maduva osoasa la modelarea unor patologii cu
implicare imuna si de naturd toxicd. A fost demonstratd actiunea pleiotropd a remediului PSS in
hepatopatia toxica, imunodeficitul experimental si la pacientii cu astm bronsic de gravitate
diferita.
Semnificatia teoretica. Elucidarea mecanismelor imunobiochimice, care stau la baza actiunii PSS
asupra organismului in conditii fiziologice si patologice, largesc cunostintele teoretice despre
perspectiva in scopul obtinerii de noi remedii terapeutice eficiente.
Valoarea aplicativa a lucrarii. Datele obtinute pot fi utilizate la elaborarea schemelor noi de
diagnostic precoce al dereglarilor imunobiochimice ce survin in patologiile imunitare si de natura
toxica si monitoringul eficientei tratamentului aplicat. Proprietatile farmacologice ale PSS pot fi
testate si In cazul altor patologii, aplicatiile terapeutice putand fi extinse.
Implementarea rezultatelor stiintifice: in procesul didactic si lucrul stiintific la Catedra
Medicina de laborator, IP USMF “Nicolae Testemitanu”, laboratorul clinic al IMSP Institutul de
Cardiologie, Centrul Republican de Control Extern al Calitatii.



SUMMARY
Mihalciuc Olga. Immunobiochemical changes upon the administration of sulfated
polysaccharides from spirulina in normal and pathological condition. Thesis MD, Chisinau,
2017.
The structure of thesis: introduction, 4 chapters, conclusions and recommendations,
bibliography (251 sources), 32 tables, 20 diagrams, 185 basic content pages. The results are
published in 27 articles.
Keywords: sulfated polysaccharides from spirulina, toxic hepatopathy, experimental
immunodeficiency, asthma, imunobiochemical indices, cytokines, glutathione system.
Field of study: 314.03 - Diagnostic Laboratory.
The aims of the study: to evaluate the particularities and significance of the modifications of
immunobiochemical (IMB) indices induced by the remedies containing sulphated polysaccharide from
Spirulina (SPS) in the normal and in pathological conditions with implication of the immune system
and toxic nature diseases.
Objectives of the study: to study the action of SPS on the blood parameters, IMB indices and
metabolic processes in the serum, liver, spleen and bone marrow in the normal conditions, toxic
hepatopathy (TH) and experimental immunodeficiency (ID), in vitro elucidation of the
particularity of the IMB processes in the blood of asthmatic patients and the influence of the
SPS.
Research methodology: a fundamental research on in vivo laboratory animal and in vitro on
biological samples collected from healthy individuals and patients with asthma were effectuated.
Over 50 assays micro methods developed on base of existing methods were used. The IBM
indices were studied in blood, liver and spleen tissues, and bone marrow under physiological
conditions, TH, ID, asthma and after treatment with SPS and remedies containing SPS. The TH
was induced by CCl, administration and ID was modeled by cyclophosphamide. The results
were processed using a statistical software "StatsDirect” and "Statistics 6.0" and presented in
tabular and graphical form.
The novelty and the scientific originality: For the first time, the multiplane complex research
study was conducted, which allowed us to obtain new data on the IMB indices modifications in
the blood, liver, spleen and bone marrow in the pathological conditions with implication of the
immune system and toxic nature deseases. The beneficial action of the administration of SPS in
toxic hepatopathy, experimental ID, and atopic patients with various severity was demonstrated.
Theoretical significance: Elucidation of IMB mechanisms, underlying the action of the SPS on
the organism in the normal and pathological conditions, expand the theoretical knowledge about
the biological properties of natural compounds, offering new opportunities to explore perspective
objects to obtain new efficient therapeutic remedies.
The practical value of the work: Obtained data can be used to develop new schemes for early
diagnosis of immune and biochemical disorders that occur in immune pathologies and toxic
nature, and for monitoring of the efficiency of applied treatment. The pharmacological properties
of the SPS can be tested in other diseases, the therapeutic applications may be extended.
Implementation of scientific results: In the teaching process and scientific work of the
Department of Laboratory Medicine of The State University of Medicine and Pharmacy Nicolae
Testemitsanu, and in the clinical diagnostic laboratory of Institute of Cardiology and Republican

Center of External Quality Control.
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AHHOTANUA
Muxajbuyyk OuJbra "UMMYHOOMOXUMHYECKHE U3MEeHeHUs npu BBeJleHUN
CyJb(ATHPOBAHHBIX MOJTHCAXAPH/I0B U3 CIMPYJINHBI B HOPMe M IaToJI0THH" .
HuccepTraius Ha CTENEHb KaHIU1aTa MEAUIUHCKUX HayK, Kumunes, 2017.
CTpykTypa auccepTaium: BBeieHNE, 4 T1aBbl, BRIBOJABI U PeKOMeHaluu, ondmuorpadum (251
ucTouHuK) 32 tabnumbl, 20 pucynkos, 185 cTp. ocHOBHOrO Tekcta. Pe3ynbrarhl ucciaenoBaHus
ONyOJIMKOBaHbI B 27 HayYHBIX CTaThsX.
KimoueBble ciioBa: Cynb(aTUpoBaHHBIE IOMMCAXapHIbl W3 CHUPYIUIMHBL, TOKCUUYECKHUI TI€NarTur,
SKCHEPUMEHTAIBHBI UMMYyHOASPUIINT, OpOHXHANbHAS acTMa, MMMYyHOOMOXMMHYECKUE IOKa3aTelH,
LIMTOKUHBI, CHCTEMA [TyTaTHOHA.
Obaactb uccaenopanus: 324.03 — nabopaTopHasi AMArHOCTHKA.
Heqb wuccieoBaHusi: W3YydUTh W3MeHeHHWss uMMyHoOmoxummdecknx (MIMB) mokasareneii mpu
BO3JICHCTBUM CY/Ib(aTHPOBaHHBIX ToMcaxapraoB u3 criupyuas (CIIC) B HOpMe 1 pr MOIETMPOBAHUH
3a00J1eBaHN, CBA3aHHBIX C BOBJICUEHHEM UMMYHHON CHCTEMBI, a TAKAKE TOKCUUECKOM ITPUPOJIBL.
3agaun uccaenosanus: u3yuuts BiausHue CIIC Ha napamerpsl nepudepuueckoit kposu, UMb
IIOKa3aTelId B CBIBOPOTKE KpPOBH, II€UYEHHU, CEJIE36HKE M KOCTHOM MO3I€ B HOPME M IIpU
monenupoBanuu Tokcudeckoid remaronatuu (TI) um ummynonmedunura (MI). BersicHuth
ocobennoctd UMb u3meHeHuii B KpoBu iN Vitro y 6osbHBIX ¢ OponxuanbHoii actmoii (BA), a
taxxe npu BozaercTeuu CIIC.
MeTomo/10rusi MccaeoBaHus: ObUTO MPOBEACHO (yHIAMEHTALHOE HCCIICAOBaHUE IN VIVO Ha
KpbICax W IN Vitr0 Ha OMOJOTMYECKUX IMpoOax 3J0pPOBBIX JHOJCH M manueHToB ¢ BA. beuin
WCIIOJIB30BaHbl O0KOJO0 50 MHKpPOMETOJIOB, pa3pabOTaHHbIE HAMU Ha 0a3e CyIEeCTBYIOIIUX
MeToauK. MMMyHOOMOXMMHYECKHE IIOKa3aTeau OIpeNesuldi B KpPOBH, B TKAaHSIX IEYEHH,
CeNIe3eHKH U KOCTHOro Mosra B ¢usuosnorndyeckux ycinoBusix, npu TI, U, BA u npu
BozaeiictBuu CIIC. U]I moxenupoBanu BBeaeHueM mukiodocdana, a TT' unanynuposanu CCly.
Pe3ynpTarhl Obut 00pabOTaHBl C MOMOIIBIO CTATHCTUYECKOM KOMITBIOTEPHON MpPOrpaMMBI
«StatsDirect» u «Statistica 6.0» u npeacraBieHsl B BU/e TaOIHIL ¥ Tpa@HKOB.
HoBu3HA M OpHMIHHAJBHOCTH HCCJAEAOBAHMA: BIEPBbIE ObUIO MPOBEIEHO KOMIUIEKCHOE
MCCJIEIOBAaHNE, UYTO TO3BOJIMIIO TOJYYHTh HOBBIE NaHHble 00 m3meHeHusx UMb mokazareneit
KpPOBH, NEUYEHH, CEJI€3€HKH U KOCTHOTO MO3ra IpH MOJEIMPOBAHUU IMATOJOTUHM UMMYHHOH M
TOKCHUYECKOW MpHpoabl. beino mpoaemonctpupoBano mieiiorponnoe neiictsue CIIC mpu TT,
N1, a Takke y NalMeHToB ¢ BA pa3iIn4yHON TSXKECTH.
Teopernueckass 3HAYMMOCTb PadOTHI: BEISICHEHHE MEXAHU3MOB, JIEKAIUX B OCHOBE IEHCTBUS
CIIC na opraHu3M B HOPME W NATOJOTHH, MO3BOJSIOT PACIIUPUTH TEOPETUYECKUE 3HAHUA O
OMOJIOTHYECKUX CBOMCTBAX psia MPUPOAHBIX COCIMHEHUN M OTKPBHIBAIOT HOBBIE BO3MOKHOCTH
JUISL U3y4EHHSI IEPCIIEKTUBHBIX OOBEKTOB C IIEIbI0 MOTY4YEHHUS HOBBIX 3(P(hEeKTUBHBIX JIEKapCTB.
[IpakTHyeckass HEHHOCTb PadOTHI: MOJTYYECHHBIE JaHHbIE MOTYT OBITH HCIOJI30BAHBI JJIS
pa3pabOTKH HOBBIX CXEM paHHEN AMArHOCTUKH MMMYHOOMOXHMMHUYECKUX CIBUIOB, a TaKXKe IS
MOHMTOpHMHTa MpoBeAeHHOTo JedeHus. Papmaxonorudeckue cpoiictBa CIIC moryr OBITH
MCCJIEIOBAaHbI U MPU APYTUX 3a001eBaHUSIX.
BHeapeHue pe3yJbTaToB: B yueOHBIN mpoliecc U B HayyHoi pabote Kadenpsr JlabopaTopHoit
Menuuunsl ['YM® um. Huxonas Tecremunany, B KIMHUKO-IHArHOCTHYECKOW JabopaTopHH
Nucruryra Kapauonoruu u B Pecnyoimkanckom Lentpe Baemrnero Kontposnst Kauecrsa.



LISTA ABREVIERILOR
AAT — activitatea antioxidanta totala
AB — astm bronsic
ADA-za —adenozindezaminaza
ADN — acid dezoxiribonucleic
AGE — produsii finali de glicare avansata (advanced glycated end products)
AIM — albumina ischemic modificata
ALAT — alaninaminotransferaza
AMP —adenozinmonofosfat
AMP-za —adenilatdezaminaza (AMP-aminohidrolaza)
AP-1 — activatorul proteinei-1
APC — celule prezentatoare de antigen
ARE — elementul raspunsului antioxidant asemanator AP-1
ASAT - aspartataminotransferaza
CAT — catalaza
CBA — compusi biologic activi
CCly — tetraclorura de carbon
CCR4 — receptorul chemokinei C-C tip 4 (C-C chemokine receptor type 4)
CD — cetodiene
CF —ciclofosfan
CpG DNA —acid dezoxiribonucleic cu motive non-metilic-citozina-guanina
CSH — celule hepatice stelate
CTGF — factorul de crestere a tesutului conjunctiv
DAM — dialdehida malonica
DAMPs —moleculele paternelor moleculare asociate-daunelor
DC —diene conjugate
DCS —celulele dendritice
dsRNA — acid ribonucleic dublu catenar
DZ — diabet zaharat
EGF — factorul de crestere epidermal
EMTU —unitate de dezvoltare epitelial-mezenchimala trofica

ERKSs — semnalul-extracelular de reglare a kinazelor (extracellular-signal-regulated kinases)



FA — fosfataza alcalina

FAK-PI3-K-Akt-P70 —kinaza de adeziune focala a kinazei fosfatidilinozitol 3-Akt-p70
[focal adhesion kinase-phosphatidylinositol 3-kinase-Akt-p70]

FceRI —receptor IgE cu afinitate inalta (the high-affinity IgE receptor)
v-GTP (GGT) —y-glutamiltranspeptidaza

G-6-PDH —glucozo-6-fosfat-dehidrogenaza

GAG —glucozaminoglicani

GLDH —glutamatdehidrogenaza

GM-CSF —factorul stimulator al coloniilor de granulocite-macrofage
GPO — glutationperoxidaza

GR — glutationreductaza

GRXs —glutaredoxina

GSH — glutation redus

G-SS-G — glutation oxidat

GST —glutation-S-transferaza

Hb —hemoglobina

HCT — hematocrit

HGF —factorul de crestere a hepatocitelor

HIF-1o —factorul de inducere a hipoxiei 1-alfa

HK —hexokinaza

HMBG1 — grupul 1 de mobilitate Tnalta (high mobility group 1)

HP — hidroxiprolina

HSC — celule hepatice stelate

HSPs — proteinele socului termic (heat shock proteins)

HT — hepatopatie toxica

ICAM-1 — molecula intracelulara de adeziune 1

ICDH-NADPd — izocitrat dehidrogenaza- NADP dependenta

ID — imunodeficienta

IKK-B —inhibitorul kinazei kappa-beta (inhibitor of kinase kappa B)
IL — interleukina

INOS — nitric-oxid sintaza inductibila

IRAK — kinaza asociata receptorului IL-1 (IL-1 receptor associated kinase)
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JNK —c-Jun kinaza N-terminala

KC —celulele Kupffer

LAP — leucinaminopeptidaza

LDH —lactatdehidrogenaza

LDL — lipoproteina cu densitate joasa (low-density lipoprotein)
LPZ —lipopolizaharide

LSECs —celulele endoteliale sinusoidale hepatice
MAP3K - protein-kinaza kinazei mitogen-activata
MARK - proteinkinaza mitogen-activata

MCH —hemoglobina eritrocitard medie

MCHC —concentratia corpusculara medie a hemoglobinei
MCYV —volumul eritrocitar mediu

MDH-NADPd — malat dehidrogenaza- NADP dependenta
MEC — matricea extracelulara hepatica

MHC Il — complexul major de histocompatibilitate clasa I
MPO — mieloperoxidaza

MyD88 — factor de diferentiere mieloida 88

NAD — nicotinamid dinucleotid

NADH — nicotinamid dinucleotid redus

NADP — nicotinamid dinucleotid fosfat

NADPH — nicotinamid dinucleotid fosfat redus

NAG — N-acetil-beta-D-glucozaminidaza

NF-kp — factorul nuclear kappa beta (nuclear factor kappa beta)
NO — oxid nitric

PAMPs — tipare (paterne) moleculare asociate patogenilor (patogen associated molecular patterns)
PCE — pseudocolinesteraza

PDGF — factorul de crestere derivat din trombocite

PIM — proteina ischemic modificata

PMN — polimorfonucleare

POL — peroxidarea lipidelor

PPAR-y — proliferatorul peroxizomilor-gama

AOPP — produsi proteici de oxidare avansata
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PRR —receptori de recunoastere a tiparelor moleculare (pattern-recognition receptor)
PSS — polizaharide sulfatate din spirulina

RBC —eritrocite

RC — remedii cianobacteriene

RDW —amplituda distributiei eritrocitare

RLO — radicali liberi ai oxigenului

SAO —sistemul antioxidant

SAPK —protein-kinazele stress-activate

SDH — succinat dehidrogenaza

SMMM - substante cu masa moleculara mica si medie
SN —substante necrotioce

SO — stresul oxidativ

SOD — superoxiddismutaza

SRA — specii reactive ale azotului

SRO — specii reactive ale oxigenului

TC —triene conjugate

TGF-B — factorul de crestere transformator—beta

TIR —Toll/IL-1 receptor

TLRs — receptorii Toll —asemanatori (Toll-like receptors)
TNF-o — factorul de necroza tumorala-alfa

TRAF6 — factor de necroza tumorala asociata receptorului factorului 6

TRIF —domeniul TIR ce contine adaptorul moleculei 1 (TIR domain-containing adaptor
molecule 1)

TrsR —tioredoxinreductaza

VCAM-1 —molecula de adeziune 1 a celulei vasculare (vascular cell adhesion molecule 1)
VEGF —factorul de crestere a endoteliului vascular (vascular endothelial growth factor)
WBC —leucocite
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INTRODUCERE

Actualitatea temei si importanta problemei abordate. Progresele din ultimul deceniu ale
stiintelor fundamentale au permis o mai buna cunoastere a fenomenelor imunitagii specifice si
nespecifice. Evolutia umanitatii este insotita de cresterea continua a patologiilor cu implicare
imuna, iar mecanismele acestei implicari se studiaza continuu cu aprofundare la nivel tisular,
celular si molecular.

Numarul lucrarilor in domeniul imunologiei si imunopatochimiei a crescut considerabil in
ultimii ani. Gratie acestor cercetari a fost descoperit rolul important al structurilor numite tipare
moleculare asociate patogenilor sau PAMPs (patogen associated molecular patterns) si al
receptorilor lor membranari specifici numiti receptori de recunoastere a tiparelor moleculare
sau PRR (pattern-recognition receptor). Cei mai valorosi reprezentanti ai PRR sunt receptorii
Toll-asemanatori — TLRs (Toll-like receptors), acestea fiind implicati nu numai in recunoasterea
PAMPs, ci si altor molecule, inclusiv celor de origine vegetala, precum si in reglarea
hemopoiezei, proliferarea si diferentierea celulelor-stem mieloide, T- si B-limfocitelor, activarea
apoptozei etc. [30, 44, 133, 139].

Initierea cercetarilor noastre a fost motivata de prevalenta inaltd a diverselor stiri
patologice cu tendinta spre cronicizare si dezvoltare a complicatiilor grave, care sunt cauzate si
de dificultdtile alegerii unor metode optimale si inofensive de tratament si/sau profilaxie, ceea ce
constituie una din multiplele probleme actuale ale medicinei contemporane. Conform studiilor de
specialitate, incidenta starilor de imunodeficientd provocate de diverse stari patologice, actiunea
factorilor nocivi ai mediului inconjurator, folosirea preparatelor medicamentoase cu efecte
nedorite de imunosupresie etc., este in permanentd ascensiune. Aceste date pun in evidenta
necesitatea elaborarii si implementarii medicamentelor eficiente si inofensive noi in baza
materiei prime locale in corespundere cu directiile prioritare de dezvoltare a stiintei —
biomedicina, farmaceutica, mentinerea si fortificarea sanatatii [4].

Un interes deosebit in acest aspect prezinta polizaharidele sulfatate din spirulind (PSS),
precum si remediile de origine cianobacteriana (RC) ce contin PSS si diverse principii bioactive
obtinute din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis la Institutul de Microbiologie si
Biotehnologie al ASM sub conducerea academicianului Valeriu Rudic [18-22].

Publicatiile stiintifice, la care am avut acces, nu ne-au furnizat informatii despre existenta
unor studii detaliate privind mecanismele patobiochimice si imunochimice, ce stau la baza
actiunii PSS si RC in conditii fiziologice, precum si la modelarea unor patologii cu implicarea

sistemului imunitar, astfel, cercetarile efectuate in aceastd directie sunt de o incontestabila
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actualitate si valoare. Cercetdrile efectuate in aceasta directie ar permite elaborarea unor noi
formule de diagnostic, monitoring si tratament eficient si inofensiv ale unui sir de tulburari ale
sistemului imun prin care se asigurda un efect curativ si profilactic inalt, optimizarea si
eficientizarea tratamentului medicamentos a mai multor afectiuni si stari patologice, de asigurare
a caracterului inofensiv si accesibil al acestuia, preintampinarea si eliminarea complicatiilor,
fiind o premiera pentru Republica Moldova.

Astfel, consideram pe deplin argumentata initierea unor cercetari detaliate privind relevarea
aspectelor noi ale activitatii biologice ale PSS si PC, elucidarea mecanismelor moleculare
imunobiochimice, ce stau la baza actiunii lor la modelarea unor patologii cu implicare imuna
(imunodeficientd, astm bronsic) si de natura toxicd (hepatopatia toxica), fapt ce ar permite
diversificarea arsenalului de remedii care ar putea fi folosite in profilaxia si tratamentul acestor
patologii.

Scopul lucrarii. Evaluarea particularitatilor si semnificatiei modificarilor indicilor
imunobiochimici la actiunea remediilor ce contin polizaharide sulfatate din spirulina (PSS) in
norma si la modelarea unor patologii cu implicarea sistemului imunitar si de natura toxica.

Obiectivele cercetirilor:

1. Cercetarea actiunii PSS asupra parametrilor sanguini, principalilor indici metabolici,
mediatorilor inflamatiei si fibrogenezei, starii functionale a aparatului lizozomal, proceselor
de oxidare cu radicali liberi si sistemului antioxidant in norma si la modelarea hepatopatiei

toxice induse de CCl,.

2. A determina actiunea PSS si a remediilor cianobacteriene ce contin polizaharide sulfatate

asupra indicilor metabolici in splind la modelarea imunodeficientei experimentale.

3. Evaluarea proceselor metabolice in maduva osoasa in imunodeficientei experimentale si

influenta PSS si a RC ce contin polizaharide sulfatate.

4. Studierea in vitro a particularitatilor indicilor sistemului glutationic eritrocitar in norma si

astmul bronsic de severitate diferita si influenta PSS si RC ce contin polizaharide sulfatate.

5. Evaluarea in vitro a modificarilor citokinelor pro- si antiinflamatoare sangvine in norma si

AB de severitate diferita si influenta PSS si RC ce contin polizaharide sulfatate.

Metodologia cercetarii stiintifice. S-a efectuat o cercetare fundamentald in vivo pe
animale de laborator (sobolani albi) si in vitro pe probele biologice colectate de la persoane
conditionat sdnatoase si de la pacienti cu astm bronsic. Pentru realizarea scopului si obiectivelor
trasate au fost folosite un sir de micrometode de cercetare (peste 50 micrometode) elaborate de

noi in baza metodelor existente. Indicii imunobiochimici au fost studiati In Sange, tesutul hepatic,
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lienal si maduva osoasd in conditii fiziologice, HT, ID, AB si la tratamentul cu preparatele
autohtone — polizaharide sulfatate din spirulind (PSS) si remedii de origine cianobacteriana ce
contin PSS (BioR-Ge, BioR-Zn). ID a fost modelat prin administrarea ciclofosfanului, iar HT a
fost indusa prin administrarea CCls. Rezultatele obtinute au fost supuse prelucrarii statistice prin
utilizarea programelor computerizate ,,StatsDirect” si ,,Statistica 6,0 si prezentate prin procedee
tabelare si grafice.

Noutatea stiintifica a lucrarii. Pentru prima data a fost efectuat un studiu complex de
cercetare, care a permis obtinerea datelor noi privind modificarile indicilor imunobiochimici in
sange periferic si ser sangvin, ficat, splind si maduva osoasd la modelarea unor patologii cu
implicare imund; au fost stabilite mecanismele imunobiochimice ale eficientei administrarii PSS
in hepatopatia toxica indusi de CCly si imunodeficienta experimentali. In premiera au fost
elucidate particularitatile actiunii PSS asupra indicilor sistemului glutationic eritrocitar, precum
si asupra nivelului de citokine la testarea in vitro in norma si in astmul bronsic de Severitate
diferita.

Problema stiintifica importanta solutionata in teza consta in elucidarea mecanismelor
imunobiochimice de actiune a polizaharidelor sulfatate din spirulind si a semnificatiei lor la
administrarea in conditii fiziologice, hepatopatia toxica, imunodeficienta experimentala si astmul
bronsic, fapt ce a condus la evidentierea metodelor de monitorizare a procesului patologic si
obtinerea unor noi strategii de abordare terapeutica eficientd a maladiilor cu implicare imund pe
baza remediilor autohtone cianobacteriane.

Semnificatia teoretica. Elucidarea mecanismelor moleculare imunobiochimice, care stau la
baza actiunii PSS asupra organismului in conditii fiziologice si patologice, largesc cunostintele
obiecte de perspectiva in scopul obtinerii de noi principii biologic active autohtone si care ar putea fi
folosite la elaborarea unor strategii terapeutice eficiente.

Valoarea aplicativd a lucrarii. Datele obtinute prezintd importantd majord atit in
cercetarea fundamentala, cit s§i in cercetarea aplicativa prin evaluarea mecanismelor
imunobiochimice ale actiunii unor compusi bioactivi autohtoni noi cu eficientd inalta.
Cunostintele noi fundamentale obtinute in cadrul realizarii lucrarii vor permite de a deschide noi
directii de cercetare in domeniul medicinei de laborator, imunologiei si farmacologiei.

In baza cercetarilor efectuate au fost estimati cei mai informativi biomarkeri de laborator
pentru monitorizarea proceselor homeostazice in sange, tesutul hepatic si lienal, maduva osoasa

care pot fi utilizati pentru determinarea eficientei preparatelor noi autohtone la restabilirea
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morfo-imunobiochimica si functionala a tesuturilor mentionate, monitoringul dismetaboliilor
depistate si prevenirea complicatiilor. Datele obtinute pot fi folosite in procesul de elaborare si
verificare a altor remedii medicamentoase, care ar putea sa se implice redresant n tratamentul

proceselor patologice cu implicare imuna.
Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere.

1. Polizaharidele sulfatate din spirulina actioneaza in sens si grad diferit si prin mecanisme
variate asupra diverselor verigi homeostazice la administrarea in conditii fiziologice, hepatopatia

toxica (HT) indusa cu CCly, imunodeficienta experimentala ciclofosfanica si astm bronsic.

2. PSS amelioreaza starea functionald a ficatului in HT prin a) diminuarea mediatorilor
inflamatiei si fibrogenezei — TNF-a, TGF-B si CTGF, si stimularea proceselor de hidroliza
enzimatica a matricei extracelulare hepatice, b) restabilirea si normalizarea principalilor indici ai
metabolismului proteic, nivelului metabolitilor si enzimelor metabolismului glucidic, c¢)
inducerea expresiei 5’-nucleotidazei, d) influentd pozitivda asupra indicilor SO si SAO,
manifestata prin atenuarea sau stoparea proceselor de oxidare cu SRO si reactivarea relevanta a

enzimei antioxidante — catalaza.

3. In ID experimentala PSS influenteazi pozitiv asupra indicilor SO si SAO, ceea ce se
manifesta prin reducerea nivelului de hidroperoxizi lipidici, ameliorarea metabolismului tiol-

disulfidic si cresterea potentialului antioxidant in tesutul splenic si maduva osoasa.

4. PSS si remediile cianobacteriene (RC) influenteazd in mod diferit asupra indicilor
sistemului glutationic eritrocitar la testarea in vitro in norma si astmul bronsic de severitate
diferita. In forma usoari a maladiei efectele pozitive ale remediilor studiate se manifestd prin
majorarea continutului de GSH, cresterea activitatii GR, G-6-PDH si GPO comparativ cu cele
specifice persoanelor sinitoase. In formele moderate si grave ale AB remediile testate
influenteazd important doar activitatea G-6-PDH care se mentine la valori majorate si
conditioneazd reducerea pana la valorile martorului sau mentinerea la nivel normal a

functionalitatii GPO.

5. In AB de severitate diferiti si la persoanele conditionat sinitoase PSS si RC amelioreaza
balanta citokinica sanguina la testarea in vitro, fapt demonstrat prin reducerea nivelului
citokinelor pro-inflamatoare — I1L-6, TNF-a si TGF-B1 si cresterea valorilor citokinei anti-

inflamatoare I1L-10.
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Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele de baza ale lucrarii au fost prezentate si
discutate in cadrul urmatoarelor foruri stiintifice:

e Ziilele universitatii si Conferinta stiintifica anuala a colaboratorilor si studentilor IP USMF
Nicolae Testemitanu, 2010, 2011, 2012, 2013, 2014, 2015, Chisinau.

e Expozitia Internationala Specializata MoldMEDIZIN & MoldDENT. Conferinta stiintifico-
practica ,,Problemele actuale ale serviciului de laborator. Standartizarea in medicina de laborator
clinic. Aspecte organizatorice si metodologice. Tehnologii moderne in medicina de laborator”, 2013.

e Expozitia Internationala Specializata MoldMEDIZIN & MoldDENT. Conferinta stiintifico-
practica ,,Medicina de laborator eficientd: metode si instrumente de organizare si standarde de
practica”, 2014.

e Conferinta stiintifico-practica ,,Managementul calitatii investigatiilor de laborator — viziuni
moderne asupra problemei si ciile de perfectionare”, 2015.

Materialele Conferintei a XV-a Stiintifice Internationale ,,Bioetica, filosofia si medicina in
strategia de asigurare a securitatii umane”. Chisindu, 14 aprilie 2010.A VIII-a editie a
Conferintei Nationale de Pneumologie INSPIR. 2010, 14-16 octombrie, Iasi, Romania.

e Congresul al IX-lea National cu participare internationala al Geneticienilor si
Amelioratorilor. Chisindu, 21-22 octombrie, 2010.

e Materialele Conferintei stiintifice internationale ,,Microbiologic biotechnology — the
scientific intensive domain of morden knowledge”. Chisinau, 2011.

e The six-th session of the Balcan Medical Days and the Second Congress of Emergency
Medicine of the Republic of Moldova, on 22-24th September 2013.

e 3rd French-Romanian Colloquium on Medicinal Chemistry. Iasi, Roumanie. 30-31
October 2014.

e Scientific international conference on microbial biotehnology. Chiginau, Moldova, 9-10
October 2014.

e The XVIII-th International Conference "Physical Methods in Coordination and
Supramolecular Chemistry” (dedicated to the memory of the professor Constantin Turta and
professor Mihail Revenco). Chisinau, Moldova, 8-9 October, 2015.

Materialele tezei au fost aprobate la sedinta laboratorului de Biochimie (proces-verbal nr.4
din data 25.05.2016) si a Seminarului stiintific de profil, specialitatea 324.03 - Diagnostic de
laborator, din cadrul IP USMF ,, Nicolae Testemitanu” (proces-verbal nr.1 din data 03.11.2016).
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Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele obtinute au fost implementate:

— in procesul didactic si lucrul stiintific la Catedra de medicina de laborator, IP USMF
“Nicolae Testemitanu™.

— Laboratorul de diagnostic clinic, IMSP Institutul de Cardiologie.

— Centrul Republican de Control Extern al Calitatii.

Publicatii la tema tezei: materialele tezei au fost reflectate in 29 publicatii, inclusiv 8
lucrari fara coautori, 10 articole in reviste nationale si 12 teze ale comunicéarilor la foruri
stiintifice nationale si internationale.

Cuvinte-cheie: remedii cianobacteriene, polizaharide sulfatate din spirulind, hepatopatia
toxica, imunodeficientd experimentala, astm bronsic, indici imunobiochimici, citokine, sistem
glutationic.

Sumarul compartimentelor tezei. Lucrararea este expusa pe 172 pagini si este constituita
din urmatoarele compartimente: introducere, 4 capitole, concluzii generale si recomandari
practice, rezumatul in limba romana, engleza si rusa, bibliografie cu 251 de surse. Lucrarea
include 32 tabele, 20 figuri si 2 anexe.

In Introducere este expusa actualitatea si originalitatea temei studiate cu descrierea situatiei
in domeniu si identificarea problemelor de cercetare. Sunt expuse scopul si obiectivele lucrarii.
Este descrisa noutatea stiintifica, importanta teoretica si valoarea aplicativa a lucrarii, rezultatele
stiintifice principale inaintate spre sustinere. Sunt aduse informatii despre aprobarea si
implementarea rezultatelor stiintifice.

In capitolul 1 sunt sintetizate si analizate datele de ultima ora din literatura de specialitate
referitor la particularitatile imunobiochimice in norma si patologie si este structurat in 6
subcapitole. In primele doui subcapitole sunt prezentate viziunile stiintifice moderne ale
fenomenelor imunitatii nespecifice si specifice si importanta lor patogenetica, precum si date noi
despre modificarile imunobiochimice ale parenchimului hepatic in hepatopatia toxica indusa de
administrarea CCl,. In subcapitolul 3 sunt descrise mecanismele celulare si moleculare ale
imunosupresiei induse de ciclofosfan si efectele protectoare ale unor remedii. In subcapitolul 4
este realizata o analizda complexda a mecanismelor patoimunobiochimice in astmul bronsic,
precum si impactul lor pentru elaboratea unor noi abordari terapeutice. Subcapitolul 5 este
consacrat actiunii biologice a produselor bioactive si remediilor din cianobacteriile maritime si
mecanismele de actiune ale acestora. In subcapitolul 6 sunt formulate concluziile analizei

situatiei din domeniu.
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In capitolul 2 sunt descrise principiile metodologice si metodele de cercetare folosite. Este
descris detaliat design-ul cercetarii si sunt caracterizate detaliat loturile de studiu. Au fost
utilizate metode hematologice pentru determinarea indicilor morfologici ai sangelui periferic. S-
au utilizat metode biochimice si imunobiochimice in vederea testdrii profilului metabolic si
evaludrii modificarilor imunobiochimice. Toate metodele folosite in studiu au fost adaptate
pentru aplicarea la riderul multifunctional Synergy H1, BioTek, SUA si optimizate pentru
dozarea indicilor imunobiochimici in diverse materiale biologice: sange, tesut hepatic, lienal si
maduva osoasa. Rezultatele obtinute au fost prelucrate statistic.

Capitolul 3 este consacrat descrierii modificarilor imunobiochimice in hepatopatia toxica
indusa de CCl, si la remedierea cu substante autohtone si este divizat in 6 subcapitole. In primul
subcapitol sunt descrise modificarile indicilor sangvin i in hepatopatia toxica indusa de CCly si la
remedierea cu PSS. In subcapitolul 2 sunt expuse rezultatele evaluarii modificarilor mediatorilor
inflamatiei si factorilor profibrotici, constituentilor matricei extracelulare hepatice, functiei
proteosintetice a ficatului in hepatopatia toxicd indusi de CCly si la remedierea cu PSS. In
urmatoarele subcapitole este descrisa consecutiv influenta PSS asupra: - indicilor metabolismului
glucidic si ai nucleotidelor adenilice (subcapitolul 3), - tarii functionale ale aparatului lizozomal
(subcapitolul 4). In subcapitolul 5 sunt aduse datele privind influenta PSS asupra indicilor
oxidarii cu radicali liberi si ai sistemului antioxidant in hepatopatia toxica indusa de CCly. La
final sunt generalizate concluziile la acest capitol.

Capitolul 4 este dedicat studierii mecanismelor de actiune ale PSS si remediile autohtone
ce contin polizaharide sulfatate (PSS) de origine cianobacteriana asupra proceselor metabolice in
imunodeficienta si astmul bronsic si este divizat in 5 subcapitole. In primele 2 subcapitole sunt
expuse rezultatele privind influenta PSS si remediile autohtone ce contin PSS asupra indicilor
imunobiochimici si proceselor metabolice in splina si in maduva osoasd in imunodeficienta
ciclofosfanica. In subcapitolul 3 sunt aduse informatii privind influenta PSS si remediilor
autohtone ce contin PSS asupra sistemului glutationic eritrocitar in norma si astmul bronsic.
Subcapitolul 4 include datele privind influenta PSS si remediilor autohtone ce contin PSS asupra
statutului citokinic sangvin in norma si astmul bronsic. In ultimul subcapitol sunt formulate
concluziile care reiesa din datele obtinute.

Concluzii generale si recomandari. Acest compartiment include 7 concluzii generale si 5
recomandari practice care corespund scopului si obiectivelor trasate si reflecta datele
experimentale obtinute. Sursele bibliografice, preponderent din ultimii ani, sunt aranjate in

ordinea alfabetica.
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1. MECANISMELE IMUNOBIOCHIMICE ALE PATOLOGIILOR CU IMPLICAREA
SISTEMULUI IMUNITAR SI DE NATURA TOXICA SI PERSPECTIVELE
UTILIZARII REMEDIILOR CIANOBACTERIENE

Afectiunile legate de tulburarile sistemului imunitar atrag atentia specialistilor ca o
problemd de mare actualitate, cauzatd de incidenta lor inaltd, evolutia nefavorabild spre
instalarea complicatiilor grave, atat la persoanele tinere apte de munca, cat si la cele de virsta
inaintata. In acelasi timp, dificultitile alegerii unor metode optimale de tratament si/sau

profilaxie constituie una din multiplele probleme ale medicinei contemporane.

1.1. Mecanismele moleculare ale fenomenelor imunititii nespecifice si specifice

Evolutia umanitatii este insotita de cresterea continua a patologiilor cu implicare imuna, iar
mecanismele acestei implicari se studiaza incontinuu cu aprofundare la nivel molecular.

Conceptul rezistentei nespecifice a organismului este una din notiunile fundamentale ce
vizeazd mecanismele moleculare intime ale dezvoltarii raspunsului primar al organismului la
actiunea nociva a diversilor agenti patogeni, precum bacteriile, virusii, fungiile, etc.

Elementul esential care trebuie subliniat, reesind din datele recente ale imunopatochimiei
consta 1n faptul ca, sistemul de protectie imunologica nespecificd recunoaste primar nu doar
antigenii individuali, specifici anumitor agenti patogeni, ci si un sir de structuri comune,
caracteristice pentru numerosi reprenzentanti ai unui grup de astfel de organisme. Aceste
structuri comune, invariabile, depistate doar la microorganisme si absente la vertebrate (inclusiv
la om), sunt numite tipare sau paterne moleculare asociate patogenilor (PAMPs — patogen
associated molecular patterns) [38].

Din grupul PAMPs tipice fac parte substante cu structura si origine diferitd, precum
lipopolizaharidele (LPZ) bacteriilor Gram-negative, peptidoglicanul bacteriilor Gram-pozitive,
ARN dublu-catenar (dsRNA) al virusilor, B-glicanii fungilor s. a. Recunoasterea PAMPs este
realizatd de receptori membranari specifici, ce au fost numiti receptori de recunoastere a
tiparelor (paternelor) moleculare sau PRR (pattern-recognition receptor). PRR sunt compusi
esentiali implicati in producerea si derularea reactiei de raspuns a organismului la invazia
agentului patogen, constituie o descoperire fundamentalda [38]. Prezenta PRR este una din
probele ce confirma principiul ,,economiei” structurale si metabolice, ce este caracteristic
organismelor vii. Astfel, celulele mamiferelor, posedand un numar limitat de receptori cu o arie
definitd de recunoastere specifica, pot sesiza si fixa specific un numar semnificativ de agenti
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patogeni, datoritd capacititii de a recunoaste tiparele moleculare comune ale antigenilor lor. In
rezultat creste semnificativ spectrul si numarul de patogeni fatd de care este protejatd celula si
organismul intreg, un raspuns major fiind atins cu resurse relativ modeste. Cei mai valorosi
reprezentanti ai PRR sunt receptorii Toll-asemanatori — TLRs (Toll-like receptors). Datele
recente confirmd capacitatea unor TLRs de a recunoaste nu numai PAMPs tipici, ci si alte
molecule, inclusiv cele de origine vegetala [38, 150, 151].

S-a stabilit ca receptorii Toll-asemanatori reprezinta o familie de proteine transmembranare
expresate pe multiple celule imune si non-imune: macrofage, neutrofile, celule dendritice,
limfocite, mastocite, enterocite, astrocite, hepatocite, celule epiteliale, etc. Acestea joaca rolul de
baza in declansarea raspunsului imun innascut prin activarea mecanismelor de expresie a unui sir
de gene responsabile de producerea citokinelor si a moleculelor co-stimulante ce induc la randul
sau dezvoltarea raspunsului imun adaptiv [62, 139, 160].

Pana in prezent au fost identificate cca 15 forme diferite de TLRs. La oameni acesti
receptori sunt expusi pe celulele dendritice, macrofage, neutrofile polimorfonucleare (PMN),
limfocite, mastocite, enterocite, unele celule ale sistemului nervos central (astrocite), hepatocite,
etc. Anumite celule se caracterizeaza printr-un set individual de TLRs, fapt ce determina
raspunsul specific al celulei date la activarea acestor receptori. Astfel, toate tipurile de leucocite,
inclusiv monocitele, leucocitele PMN, limfocitele T si B si celulele NK exprima pe suprafata lor
TLR1, TLR2, TLR4 si TLRS; TLR3 a fost depistat pe suprafata celulelor dendritice [38, 150].
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Figura 1.1. Rolul receptorilor Toll-like (TLRs) in controlul imunitatii indscute [150].

Conform Medzhitov R. (figura 1.1) TLRs recunosc prezenta infectiei prin intermediul
PAMPs [150]. Recunoasterea PAMPs de catre TLRs prezenti pe suprafata APC, cum ar fi

celulele dendritice, stimuleaza expresarea moleculelor co-stimulatoare (T-lymphocyte activation
20



antigen CD80 si CD86), precum si a moleculelor complexului major de histocompatibilitate
clasa IT (MHC II) din membrana acestor celule. TLRs, deasemenea, stimuleaza expresarea unor
citokine, cum ar fi interleukina-12 (IL-12) si a chemokinelor si receptorilor lor, si declanseaza
mai multe evenimente asociate cu maturizarea celulelor dendritice. Inducerea CD80 si CD86 pe
suprafata APC prin intermediul TLRs conduce la activarea celulelor T specifice pentru agentii
patogeni care declanseazd semnalizarea TLRs. Cresterea expresiei IL-12 indusd de TLRs
contribuie, de asemenea, la diferentierea celulelor T activate in celule efectoare T helper (Th 1)
[150].

Se considera, ca activitatea TLRs in norma este orientatd spre mentinerea echilibrului
dintre CD4+Thl (celulele T helper 1) si CD4+Th2 cu predominarea CD4+Thl, insd este
cunoscut ca la pacientii atopici prevaleaza functia Th2; s-a demonstrat ca terapia imunospecifica
cu vaccinuri alergenice, ce contin liganzi bacterieni si virali in calitate de adjuvanti, imbunatatesc
evident simptomatologia clinica, scad functia CD4+Th2, cantitatea de IgE specifice si
concomitent maresc concentratia y-interferonului. De asemenea, a fost semnalat rolul important
al TLRs in reglarea hematopoiezei, diferentierii celulelor-stem mieloide, in proliferarea si
diferentierea T- si B-limfocitelor, activarea apoptozei [44, 115].

Un sir de studii recente au relevat existenta liganzilor endogeni ai TLRs. Din acesti liganzi
fac parte si proteinele socului termic (HSPs — heat shock proteins) implicate fiziologic in
foldingul, asamblarea si transportul proteinelor si care sunt produse in cantitdfi sporite in situatii
de stres. Unele forme specifice ale HSPs — HSP60 si HSP70, eliminate de catre celulele
necrotizate induc procesul inflamator prin intermediul TLRs. TLR4 induce leziunea tisulara si
procesul inflamator fiind activat de catre HMBGZ1(high mobility group 1) — proteina nucleara,
eliberati de celule in faza terminala a apoptozei. In diferite traumatisme are loc eliberarea mai
multor enzime proteolitice si glicolitice, ce scindeazd componentele matricei extracelulare pana
la heparan sulfat, hialuronan, domeniul A al fibronectinei s. a., ceea ce, la randul sau, activeaza
TLRs si induce un raspuns imun nespecific. Actualmente, S-a stabilit cd TLRs sunt activati de
urmatorii liganzi endogeni: (1) TLR2 — HSP60, HSP70, glicoproteina 96Da a reticulului
endoplasmatic, LDL minim modificate, HMGB1 (high mobility group 1); (2) TLR3 — ARNm
(acid ribonucleic mesager); (3) TLR4 — HSP60, HSP70, Gp96, fibronectina, heparansulfat,
oligozaharidele acidului hialuronic, proteina A a surfactantului, HMGB1; (4) TLR7 — ARNm;
(5) TLR9 — ADN, complexele cromatina-1gG [38, 85, 94].

TLRs expusi pe suprafata celulelor imunitare profesionale (monocite, macrofage, celule

dendritice si ale microgliei) recunosc si raspund la infectiile microbiene, fiind activati de produse
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care contin PAMPs, derivate din bacterii cum sunt lipopolizaharidele (LPZ), ADN cu motive
non-metil-citozina-guanina (CpG DNA), acidul lipoteicoic (LTA), flagelinele din drojdii, ARN
dublu catenar (dsRNA) din virusuri, zymosan (figura 1.2) [117, 134].
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Figura 1.2. Rolul receptorilor TLRs, IL-1R si a cascadelor de semnalizare
in inducerea inflamatiei [117].

Toti membrii familiei TLRs si ai receptorilor IL-18 tip 1 (IL-18 RI) au un domeniu
intracelular TIR (Toll/IL-1 receptor). Ca raspuns la activarea de catre liganzii corespunzatori,
domeniile TIR interactioneaza cu domeniul TIR al adaptorului de semnalizare MyD88 (factor de
diferentiere mieloida 88), care transduce semnalul unei familii de kinaze asociate receptorului
IL-1 (IRAK — IL-1 receptor associated kinase). Fosforilarea IRAK induce cascade de
semnalizare prin TRAF6 (factor de necroza tumorald asociata receptorului factorului 6), care
transduce semnalul la IKK-$ (lkappa kinaza-beta) si MAP3K (protein-kinaza kinazei mitogen-
activatd). Aceste cai de semnalizare induc raspunsuri transcriptionale, mediate, in principal, de
catre factorul nuclear de transcriptie kappa B (NF-kB), precum si de catre protein-kinazele stres-
activate (SAPK), cum ar fi c-Jun kinaza N-terminala (JNK) si p38, si, de asemenea, de kinazele
reglate de semnalul extracelular de reglarea - extracellular-signal-regulated kinases (ERKSs), ceea
ce conduce la expresarea unui sir de citokine proinflamatorii [117]. A fost elucidat rolul
adaptorului TRIF 1n calea de semnalizare TLR MyD88-independenta [215].

Din grupa citokinelor sinteza carora este indusa de activarea TLRs trebuie mentionate
interleukinele proinflamatoare — IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, IL-12 etc., care regleaza raspunsul

inflamator sistemic ce precede reactiilor adaptive imunologice si inflamatia secundara lor. Setul

22



de citokine produse este determinat de tipul TLR activat. Astfel, TLR4 declanseaza sinteza IL-1,
IL-6 si IL-8, iar TLR2 — sinteza IL-12 si TNF-a. Citokinele sintetizate sunt responsabile de
dezvoltarea rapidd a raspunsului imun nespecific si, totodatd ele coordoneazd inifierea
raspunsului adaptiv prin multiple mecanisme: IL-1 activeaza celulele imunocompetente in
focarul inflamator cu producerea altor citokine proinflamatoare; 1L-8 amplifica chimiotactismul
neutrofilelor, mareste activitatea lor si capacitatea de adeziune, precum si eliberarea enzimelor
hidrolitice; IL-6 este principalul reglator al transformarii B-limfocitelor in plasmocite; IL-12 este
stimulatorul celulelor NK etc. [51, 94, 113].

Unii autori considerd ca activarea cronica necorespunzatoare a TLRs de catre liganzii
endogeni, inclusiv cei produsi de catre flora saprofita (LPZ, flagelina, etc.) induce expresarea
transcriptionala de lungd durata a citokinelor proinflamatoare si dezvoltarea ulterioard a
inflamatiei aseptice. Astfel, activarea endogena a TLR7 si TLR9 de catre ARN-ul si ADN-ul
propriu este unul din mecanismele dezvoltarii lupusului eritematos sistemic (LES) si a psoriazei,
lar TLR2, TLR4 si MyD88 sunt promotorii rejetului de transplant renal [120, 174].

Pe de alta parte, TLRs pot fi activati de catre molecule endogene non-microbiene, ceea ce
induce inflamatia aseptica, astfel pot mari riscul dezvoltarii bolilor inflamatorii cronice.
Inflamatia cronica de intensitate mica std la baza patogeniei multor boli metabolice, cum ar fi
rezistenta la insulind sau sindromul metabolic, DZ tip 2, bolile cardiovasculare. In dezvoltarea
inflamatiei ,,sterile” sunt implicate aceleasi citokine (TNFa, IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-12, IFN-
o/P, etc.), sinteza cdrora se produce in organism ca raspuns la contactul cu factorii infectiosi si
activarea caii TLRs de semnalizare [10, 139].

Rezultatele cercetarilor TLRs au permis fundamentarea teoretica si elaborarea unor remedii
farmacoterapeutice noi, mecanismul de actiune al carora se bazeaza pe activarea sau inhibarea
specificd a acestor receptori. S-a stabilit ca substantele de natura fitochimica poseda efecte anti-
inflamatoare, fapt ce se explica prin implicarea lor in cdile de semnalizare TLRS [107, 195].

Astfel, datele contemporane privind rolul Toll-receptorilor in formarea raspunsului imun
faciliteaza semnificativ intelegerea mecanismelor aparitiei afectiunilor alergice, autoimune,
neoplazice, infectioase, bolilor polietiologice si inflamatorii si creazd fundamentul teoretic
necesar elaborarii ulterioare a unor noi metode si algoritme de profilaxie, diagnostic i tratament
bazate pe cunoasterea structurii, proprietdtilor si functiilor TLRs.

In concluzie, putem mentiona faptul, ci gratie eforturilor mai multor exploratori in ultimii
10-12 ani s-au acumulat date fundamentale concludente despre mecanismele imunitatii

nespecifice si s-au facut incercari de aplicare practica a acestor rezultate. S-a reusit integrarea

23



mecanismelor imunitatii nespecifice cu cele ale imunitatii adaptive si fundamentarea unor noi
directii in imunologie — a imunologiei integrale si imunochimiei moleculare, fapt ce creaza

premizele elaborarii unor strategii terapeutice, diagnostice, de profilaxie si preventie in viitor.

1.2. Sistemul imunitar hepatic si rolul markerilor imunobiochimici in patogenia

afectiunilor hepatice

In prezent este bine cunoscut faptul ci ficatul, cel mai mare organ intern este si un organ
imunologic important. Ficatul sanatos cuprinde aproximativ 60-80% hepatocite; celelalte
populatii de celule intrahepatice includ celulele epiteliale biliare (colangiocite), celulele
endoteliale sinusoidale hepatice (LSECs), ce captusesc sinusoidele hepatice, celulele Kupffer
(KC) si celulele stelate hepatice (HSC), care se afla in spatiul Disse intre hepatocite si LSECs. In
plus, multe celule ale sistemului imunitar ce se gasesc in ficat, patrund din circulatie prin arterele
hepatice si ramurile venei portale, inclusiv neutrofilele (PMN), monocitele (monos), celulele
dendritice (DCS) si limfocitele (T, B, NK, celulele nkT) (figura 1.3). Comunicarea intre aceste
tipuri de celule si reglarea functiilor hepatice sunt mult facilitate de citokinele produse de aceste
celule [191].

monos PMN DC T B, NK

©8 ¥ 5 ¢

glisson trias A
central vein

Figura 1.3. Populatiile de celule intrahepatice [191].

Astfel, pe langa diversele sale functii metabolice, ficatul poate fi privit ca un organ
imunologic central al corpului uman. El primeste sange provenind de la nivelul tractului gastro-
intestinal prin vena portala, care poate fi imbogatit cu diverse antigene si chiar microorganisme.
Celulele imune hepatice pot initia, pe de 0 parte, raspunsul imun innascut si adaptiv in cazul
figura 1.4, moleculele derivate din tesutul lezat, vasele de sange lezate, celulele necrotice

activeaza Toll-like receptorii (TLR), ceea ce induce inflamatia aseptica.
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Figura 1.4. Activarea caii de semnalizare TLR de cétre liganzii endogeni din tesuturile
si celulele deteriorate si fragmentele matricei extracelulare [117].

Ca urmare a deteriordrii tesuturilor si celulelor, sunt eliberati liganzii endogeni ai TLR.
Fragmentele matricei extra-celulare (acid hialuronic, fibronectina, heparan sulfat), fibrina si
fibrinogenul, proteinele de soc termic (HSP) activeaza TLR4 — receptorul lipopolizaharidelor
(LPZ). Pe de alta parte, ARN (RNA) si ADN (DNA) asociat cromatinei si care este eliberat din
celulele necrotice activeaza TLR3 si, respectiv, TLR9 [117]. Atunci cand liganzi endogeni
activeaza TLRs raspunsul imun rezultat este similar cu cel indus de produsele microbiene [117].

In absenta microbilor exogeni liganzii endogeni, inclusiv moleculele paternelor moleculare
asociate-daunelor (DAMPs) din matricea extracelulara si celulele deteriorate, pot, de asemenea,
activa calea de semnalizare TLRs si, in special, TLR4. In ficat, TLR4 este exprimat pe toate
tipurile de celule, iar activarea lui contribuie la dezvoltarea leziunilor tisulare cauzate de o
varietate de factori etiologici. Semnalizarea TLR4 a fost identificata si in celulele hepatice stelate
(HSC), tipul major de celule fibrogenice in ficatul lezat si care mediaza un sir intreg de
raspunsuri cruciale, inclusiv fenotipul inflamator, fibrogeneza si proprietatile anti-apoptotice [44,
91, 94].

HSC reprezinta un factor-cheie in reglarea raspunsurilor imune (figura 1.5).

Odata activate, HSC capata caracteristici cu impact important asupra sistemului imunitar.
In calitate de celule prezentatoare de antigen HSC sunt capabile si medieze autofagia si captarea
corpurilor apoptotice / hepatocitelor apoptotice si s moduleze activitatea celulelor dendritice,
macrofagelor si celulelor NK. Capacitatea HSC de a sintetiza factorul de crestere a hepatocitelor
(HGF) este esentiald pentru chemoresistenta hepatocitelor. In plus, HSC produc sau raspund la

diversele interleukine, ICAM-1, IFN-, si B7-H1 (programmed death-ligand 1) care sunt legate de
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raspunsurile imune adaptive sau inndscute. Biologia HSC este modulata in continuare de factorii
complementului (C5a, C3). HSC exprima diferiti receptori Toll-like, mediazd semnalizarea
Hedgehog si sunt echipate cu mai multe platforme inflamasomale intracelulare care initiaza

raspunsul inflamator la diferite etape ale bolii.
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Figura 1.5. Functiile imunoreglatoare ale celulelor stelate hepatice — CSH [205].
Nota: HSC, celule stelate hepatice; APC, celule prezentatoare de antigen; ICAM-1, molecula
intracelulara de adeziune 1; IFN-y, interferonul-y; HGF, factorul de crestere a hepatocitelor.

Ca raspuns la LPZ, HSC exprima caracteristicile inflamatorii si fibrogenice, cum ar fi
reglarea pozitiva a chemokinelor si moleculelor de adeziune (VCAM-1, ICAM-1, si E-selectina),
precum si amplificarea semnalizari TGF-p [44, 83, 205]. HSC 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). S-a stabilit ca, aceste citokine
activeaza ambele kinaze ale cascadelor de semnalizare: atdt proteinkinaza mitogen-activata
(MAPK) de semnalizare, care implica P38, cat si kinaza de adeziune focala — fosfatidil-inozitol
3-kinaza-Akt-P70 (FAK-PI3-K-Akt-P70) [164].

Molecula cheie TGF-B, in mod concertat cu alte citokine si factori de crestere profibrotici,
cum ar fi factorul de crestere ale tesutului conjunctiv (CTGF), poate induce repertoriul intreg de
raspunsuri fibrotice si joaca un rol direct in proliferarea/diferentierea fibroblastelor si depozitarea
proteinelor matricei extracelulare (MEC) [214].

Conform datelor expuse in figura 1.6, TGF-B (sub forma de dimer) se afla in stare latenta,
fiind legata in mare parte de componentele MEC prin asocierea non-covalentd cu propeptida sa —

peptida asociata latenta (LAPt). Activarea citokinei necesita eliberarea dimerului TGF-B din
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complexul latent inactiv cu LAPt, si implica proteoliza LAPt sau modificari conformationale ale
TGF-pB latente, care pot fi cauzate de mai multi factori, cum ar fi proteazele sau activarea
integrinelor (de exemplu, avp8). De exemplu, legarea TGF-B latente la integrinele avp8 duce la
recrutarea unei metaloproteinaze (MMP 14), care induce scindarea LAPt si eliberarea TGF-3
active (mature). Membrii familiei TGF-f activate functioneaza prin interactiunea cu receptorii
TGF-B (tip I si tip II), care evoca caile de semnalizare Smad-dependente si Smad-independente,
inducand astfel repertoriul complet de raspunsuri fibrotice [133, 214].

Pe langa expunerea continua la citokinele fibrogenice, asa cum sunt TGF-3, TNF-a, IL-1 si
IL-4, prezenta unei compozitii permisive a matricei extracelulare este urmatorul factor important,
ce asigura perpetuarea fibrogenezei in maladiile hepatice [58, 83]. Plus la aceasta HSC
transformate au demonstrat un raspuns feedback anormal, alterat la propeptidele procolagenice,

mentinand productia excesiva de colagen tip I.
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Figura 1.6. Ilustrarea schematica a activarii TGF- 3 si cailor de semnalizare
Smad-dependente si Smad-independente[133].

Nota: AP-1, proteina de activare 1; ERK, semnalul extracelular de reglarea kinazei; 1L-1p,
interleukina 1 beta; JNK, c-jun NH (2) kinaza terminala; LAPt, peptida asociata latenta; MAP
protein kKinazele mitogen activate; MMP14, metaloproteaza 14; TBRI/II, receptorul factorului de
transformare a cresterii beta de tip 1 / 1l; TGF-p, factor de transformare a cresterii beta.

Mai mult decat atat, celulele de tipul miofibroblastelor impiedica degradarea colagenului,
ceea ce este un alt mecanism, ce favorizeaza depozitarea colagenului. Odata ce HSC sunt
activate, schimbarile ulterioare ale matricei si stimulii afectabili puternici vor mentine starea lor

activata [83].
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Un sir de autori considera ca elucidarea functiei si liganzilor noi a caii de semnalizare TLR
in HSC si alte celule hepatice ar putea contribui la descoperirea mecanismelor noi ale
fibrogenezei si facilita dezvoltarea de noi strategii terapeutice eficiente [44, 85].

Acumularea cunostintelor fundamentale privind contributia imunitatii innascute la
dezvoltarea fibrozei hepatice a fost aproape exploziva. Au fost inregistrate progrese esentiale in
definirea rolurilor nu numai ale macrofagelor si limfocitelor T si B, dar si ale celulelor NK si
celulelor dendritice si, de asemenea, contributiile TLRs, sistemelor de semnalizare NF-kB si
inflamasomelor — complexelor moleculare care promoveaza inflamatia. Aceste date indica, ca
ficatul este un organ imunomodulator major, si subliniazd contributia esentiala a diferitor
subgrupe de celule ale sistemului imunitar in modularea fibrozei, precum si a leziunilor hepatice
[42, 70, 87, 181].

Consecinta afectiunilor hepatice survenite in urma unor agresiuni cronice exercitate de
diversi agenti (toxici, virali, imunologici, metabolici) este fibroza — depozitarea in exces a
tesutului conjunctiv, care substituie elementele parenchimale necrotizate [83]. Un model
experimental clasic de afectare a ficatului il constituie intoxicatia cu tetraclorura de carbon
(CCly), care provoaca dezvoltarea fibrozei hepatice de tip post-necrotic, des intalnita in maladiile
ficatului. CCl,, fiind un agent hepatotoxic puternic, induce necroze ale parenchimului
(preponderent in regiunile perivenoase) si steatozad (distrofie adipoasd). La nivel ultrastuctural
hepatocitele suportd edemizarea si vacuolizarea organitelor celulare (a reticulului endoplasmatic,
mitocondriilor) — fenomene insotite de dereglari severe ale proceselor metabolice, fapt ce induce
inflamatia cronica si fibrogeneza hepatica [68, 147, 204].

Peroxidarea lipidelor indusa de stresul oxidativ (SO) este consideratdi un mecanism
universal al leziunilor celulare la nivel membranar in conditiile diverselor patologii [12, 16, 20,
53]. Un sir de studii in vitro si in vivo sugereaza ca SO si sindromul de peroxidare asociat lui
provoaca dereglari care determina evolutia negativa a afectiunilor hepatice cronice spre fibroza.
Dezvoltarea afectiunilor hepatice cronice este asociatd cu acumularea compusilor carbonilici, 4-
hidroxi-nonenalului si dialdehidei malonice (DAM) in ficat, precum si de aducti fluorescenti ai
DAM cu proteinele serice in circulatia sangvina. Acest fenomen, insotit de cresterea numarului
de HSC, sugereaza ideea ca, peroxidarea lipidicd poate contribui la stimularea sintezei de
colagen si proliferarea HSC [208].

Producerea RLO si intensitatea POL sunt mentinute in limitele fiziologice de catre sistemul
antioxidant (SAO) format din compusi antioxidanti hidrofili, care activeaza in citoplasma si in

plasma sangvin a si hidrofobi, care actioneaza in membranele biologice [12, 45]. Antioxidantii
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enzimatici — superoxiddismutaza (SOD), catalaza (CAT), glutation reductaza (GR), glutation
peroxidaza (GPO), glutation-S-transferaza (GST) actioneaza la diferite nivele si avand o mare
capacitate potentiala de actiune pot limita excesul de radicali liberi [187, 231, 234, 235, 238].

In patogenia fibrozei hepatice un rol important il detine activarea sistemului lizozomal, iar
procesele degenerative si necrotice in celula sunt explicate ca fiind rezultatul depolimerizarii
substantelor macromoleculare sub actiunea hidrolazelor lizozomale solubilizate. Includerea
rapida a lizozomilor in procesele patologice, sensibilitatea inaltd a membranelor lizozomale fata
de produsele POL, implicarea importantd a hidrolazelor lizozomale in degradarea structurilor
celulare asigurd participarea aparatului lizozomal la avansarea necrozei, inflamatiei, hipoxiei si
altor procese patologice [20, 184, 230].

Diversitatea mecanismelor aparitiei inflamatiei si dezvoltarii procesului fibrotic in bolile
hepatice a determinat elaborarea a numeroase abordari si metode de diagnostic clinic si de
monitorizare a acestora [158, 197]. Intr-un studiu pe modelul de fibroza hepatici indusa de
CCly, Li G. G. et al. (2010) au stabilit, ca acidul rozmarinic inhiba proliferarea CSH si reduce
expresia TGF-B1, CTGF si a- actinei muschiului neted (a-SMA) in cultura de CSH, manifestand,
astfel, proprietati antifibrotice [138]. Noi obiective includ citokinele pro-inflamatorii, cum ar fi
interleukina (IL)-17, chemokine si receptorii lor (de exemplu, IL-8, CXCL9 si CXCR3) si
augmentarea moleculelor anti-inflamatorii, cum ar fi IL-10 si IL-22. ].

De asemenea, pe viitor trebuie sa se ia in considerare terapia combinatd pentru a modula in
mod selectiv raspunsul imun si pentru a obtine controlul asupra bolii [73]. Elucidarea
mecanismelor moleculare si a contributiei sistemului imunitar in dezvoltarea inflamatiei si

fibrozei hepatice, a tehnicilor analitice noi vor conduce la noi abordari terapeutice eficiente.

1.3. Mecanismele celulare si moleculare ale imunosupresiei induse de ciclofosfan si

efectele protectoare ale unor remedii

Bolile inflamatorii si alergice sunt printre cele mai frecvente patologii din intreaga lume.
Prevalenta, gravitatea si complexitatea acestor boli sunt in ascensiune permanenta, ele majorind
considerabil povara costurilor de asistentd medicala in lume. O alta problema de mare actualitate
este patologia oncologica care ocupa locul doi in structura cauzelor de deces dupd bolile
cardiovasculare. Utilizarea remediilor antineoplazice existente in clinica poate creste speranta de
viata a pacientilor, in acelasi timp, medicamentele citostatice deseori provoaca efecte secundare,
ceea ce limiteaza utilizarea lor, si sunt o indicatie pentru reducerea dozelor si chiar sistarea

tratamentului anticanceros.
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Ciclofosfanul sau ciclofosfamida (CF) ramane unul dintre medicamentele antineoplazice
utilizate cu mare succes la scara largd in intreaga lume. Este, de asemenea, un agent
imunosupresor puternic si cel mai utilizat remediu in transplantul de maduva osoasa. Cu toate
acestea, metabolismul specific al ciclofosfamidei si inactivarea acestui remediu prin aldehid
dehidrogenaza (ALDH) sunt responsabile pentru proprietatile sale citotoxice distincte. Diferenta
in expresarea celulara a ALDH influenteaza cardinal asupra indicelui terapeutic anticanceros si
proprietatile imunosupresoare ale CF [46]. CF este un agent alchilant care inhiba transcriptia si
replicarea ADN-ului si provoacd moartea celulard. Efectul principal al CF se datoreaza
metabolitului sdu activ — mustarul de azot, care formeaza cross-linkuri cu ADN-ul celular
(legaturi incrucisate intra- si inter-catenare), interactionand cu atomul de azot al guaninei din

pozitia 7. Aceasta reactie este ireversibila si conduce la apoptoza celulei.
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Figura 1.7. Formarea ionilor de aziridinium prin ciclizarea intramoleculara a metabolitului
ciclofosfanului — mustarul de azot si participarea lor la alchilarea ADN-ului [46].
Nota: Nitrogen mustard intramolecular cyclizations, ciclizarea intramoleculara a mustarului de
azot; Aziridinium cation, cationul aziridinium; DNA crosslink, ADN-ul cu legaturi incrucisate;
Ribose, riboza; Guanine, guanina; Nuc, nucleofil.

In mustarul de azot, atomul de azot disloci clorul, ceea ce rezulti cu formarea unui cation
intermediar, numit aziridinium. Acest ion reactioneaza usor cu situsurile nucleofile. Atomul N-7
a guaninei in ADN este puternic nucleofil si poate fi usor alchilat de catre cationul aziridinium.
A doua transformare chimicd a mustarul de azot ofera un alt ion aziridinium, care, dupa reactia
cu un alt nucleofil al AND-lui, formeaza AND-ul cu legaturi incrucisate [46].

CF este eficientd contra unei varietati de cancere, cum ar fi limfomul, mielomul si leucemiile
limfocitare cronice si unele tumori pediatrice. Alte utilizari clinice pentru CF includ terapia
imunosupresoare in transplanturile de organe sau ca remediu pentru tratamentul diferitelor boli

autoimune, cum ar fi artrita reumatoida, granulomatoza Wegener si sindromul nefritic la copii. CF
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a fost pe larg utilizata la pacientii cu afectiuni renale, cum ar fi vasculita, LES, sindromul nefrotic
steroid-rezistent si, de asemenea, IgA-nefropatia progresiva [105, 155, 170].

Desi este un chimioterapic eficient, CF provoacd efecte secundare grave, inclusiv
mutagenitate, carcinogenitate, teratogenitate, mielosupresie, imunosupresie, toxicitate cardiaca,
toxicitate pulmonara, hepato- si nefrotoxicitate, cistitd hemoragica si afectarea gonadelor, care
sunt mediate, n principal, de speciile reactive ale oxigenului si peroxidarea lipidelor, doza
cumulativa fiind factorul de risc principal [43, 95, 101, 118, 163, 180, 186].

Pe langa efectele secundare acute cum ar fi mielotoxicitatea, infectiile, cistita hemoragica,
tulburari gastro-intestinale si caderea parului, CF produce diverse efecte pe termen lung, care
apar dupa mai multi ani de la tratament si care se manifestd prin incidente mai mari pentru
tumori, in special, carcinom de vezicd urinard, limfoame si tumori ale pielii, sindrom
mielodisplastic si infertilitate, precum si fibroelastoza pleuroparenchimala [56, 101]

CF este consideratd 0 substanti cancerigena sistemica, indiferent de calea de expunere. In
plus, exista dovezi care sugereaza ca cancerele asociate cu CF pot aparea la om dupa cativa ani
de la incetarea tratamentului cu acest preparat. Studii ample au fost initiate in ultimul deceniu
pentru a identifica diversi agenti de detoxifiere si de protectie care ar reduce sau elimina efectele
secundare nedorite ale CF [46]. Imunosupresia cauzati de ciclofosfamida si alte remedii
anticanceroase complica semnificativ chimioterapia cancerului si agraveaza starea pacientilor.

Problema cresterei eficientei terapiei citostatice este de mare actualitate in medicina
moderna. latda de ce, este foarte importanta dezvoltarea unor noi strategii care pot reduce
manifestarea efectelor secundare ale citostaticelor asupra sistemului sangvin , digestiv sau asupra
ficatului, fara a reduce eficacitatea lor terapeutica.

In acest sens, Kovalenco et al. [128] mentioneazi, ci remaxolul (un complex de
componente bioactive ce contine acidul succinic, metionind, inozind si nicotinamida)
influenteaza pozitiv asupra principalelor verigi ale sistemului antioxidant celular in leziunile
hepatice experimentale induse de CF. Adminisrearea remaxolului animalelor cu leziuni
hepatotoxice induse de CF contribuie la cresterea nivelului de glutation redus (GSH) si
mentinerea concentratiei de grupari SH ale proteinelor din tesuturile hepatice la valori normale
tipice pentru animalele intacte. Remaxolul contribuie la pastrarea intactda a substraturilor
energetice ale hepatocitelor prin mentinerea activitatii glucozo-6-fosfat dehidrogenazei (care
creste NADPH redus si enzimele glutationice), prevenind astfel inactivarea oxidativa a GR si
GST. Efectul antioxidant a fost confirmat prin studiul catalazei si GPO, activitatea carora sub

influenta remaxolului creste important depasind valorile normale. Mai mult decat atat, remaxolul
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contribuie la descresterea concentratiei sporite ale produselor finale ale peroxidarii lipidelor
indusa de ciclofosfan.

Deosebit de valoroase in acest sens sunt medicamentele de origine vegetald, care au
avantaje fatd de cele sintetice: acestea sunt mai usor degradabile de catre organism, practic sunt
lipsite de efecte secundare, rar prezinta toxicitate [244], unele din ele reduc efectele secundare
ale medicamentelor antineoplazice. Astfel, Stalin si Kumar [189] au stabilit efectul
imunostimulator al extractului hidric de Leucas aspera in imunosupresia indusa de CF la soareci,
tip intarziat [reactie mediata de celulele T helper 1 (Thl) si celulele CD4 (+)T] si, de asemenea,
cresterea nivelelor de eritrocite, Hb, leucocite si trombocite sangvine, comparativ cu patologia
netratata.

Sanjeev H. et al. (2011) au demonstrat actiunea imunomodulatoare ale extractelor din Ficus
glomerata (frunze, fructe si coaja) la administrarea CF soarecilor [177]. Efecte
imunomodulatoare manifesta si extractele hidrice de Auricularia sp si ciuperci Pleurotus sp in
imunosupresia ciclofosfanica indusa la sobolani [132]. Frunzele de marjoram egiptean protejeaza
contra genotoxicitatii, imunosupresiei si altor complicatii induse de CF la sobolani albi [169].

Un studiu recent [175] sugereaza faptul ca administrarea concomitenta a unui extract de A.
ferruginea (10 mg/kilocorp, i/p), timp de 10 zile consecutiv reduce toxicitatea indusa de CF. Pe
langa imbunatatirea tabloului morfologic al intestinului subtire si vezicii urinare, a existat o
ameliorare marcata a continutului de glutation in vezica urinara, sugerand rolul important al
antioxidantului mentionat in reducerea urotoxicitatii indusa de CF. Mai mult decat atat, folosirea
extractului determind cresterea semnificativa a numadrului de leucocite, a celularitdtii maduvel
0soase si activitatii a-esterazei la soareci intoxicati cu CF, fapt care sugereaza efectul protector al
acestui extract asupra sistemului hematopoietic. Cresterea valorilor transaminazelor (ASAT,
ALAT) si fosfatazei alcaline CF-induse s-a redus semnificativ prin co-tratamentul cu extract de
A. ferruginea. Tot asa, se remarca o scadere sugestiva a nivelului in situ de producere/eliberare
de IFN-y, IL-2, GM-CSF si TNF-a [175].

Numeroase studii au evidentiat implicarea SRO in patogenia leziunilor tisulare induse de
CF. Astfel, Jnaneshwari S. et al. [111] au constatat ca CF creste semnificativ nivelul de SRO
endogene si oxidarea lipidelor si proteinelor in ficat si serul sangvin. Pe de alta parte, CF scade
semnificativ nivelul de glutation redus, tioli totali si reduce activitatea enzimelor antioxidante —
SOD, catalaza, GST si GPO 1in ficat. Se Inregistreaza cresterea marcatd a enzimelor hepatice si

serice — ALAT, ASAT, fosfataza acida si alcalind. Administrarea crocinei — un carotenoid
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natural din Crocus sativus cu proprietdti antioxidante, amelioreaza in mod semnificativ
tulburdrile markerilor mentionati prin readucerea lor la starea aproape normald. Eficacitatea
protectoare a crocinei a fost sustinuta in continuare prin evaludri histologice si de normalizare a
nivelului citokinelor inflamatorii induse de CF. Rezultatele obtinute sugereazd caracterul
Cercetarile efectuate de Germoush M. O., Mahmood A. M., au demonstrat ca administrarea
unei singure doze de CF (200 mg/kg, i/p) a indus leziuni hepatice asociate cu o crestere
semnificativa a markerilor enzimatici — ASAT, ALAT si fosfatazei alcaline, precum si o crestere
semnificativa a bilirubinei totale serice, insotita de scaderea concentratiei serice de albumina. In
plus, CF induce majorarea indicilor stresului oxidativ in ficat — cresterea peroxidarii lipidelor,
diminuarea continutul de glutation redus (GSH), precum si a activitatii enzimelor antioxidante -
GPO si SOD. CF provoaca cresterea semnificativd a concentratiilor serice de TNF-a si, de
asemenea, induce majorarea expresiei ARNm (acid ribonucleic mesager) pentru TNF-a si
ciclooxigenaza-2 (COX-2) in ficat. Administrarea berberinei — un alcaloid de natura vegetala
atenueazd 1n mod eficient alterdrile parametrilor biochimici mentionati. Astfel, berberina
demonstreaza un efect hepatoprotector marcat impotriva hepatotoxicitatii ciclofosfanice [89].
Intr-un alt studiu, Mahmoud A. M. a demonstrat c¢i CF in dozi unici (200 mg/kg masi
corporala, i/p — intraperitoneal), induce leziuni hepatice pronuntate, care se manifesta prin
niveluri semnificativ crescute ale citokinelor pro-inflamatorii serice, transaminazelor serice,
majorarea indicilor peroxidarii lipidelor hepatice si oxidului de azot. Ca urmare, are loc
reducerea sistemelor antioxidante — continutului de GSH si activitatii enzimelor antioxidante —
SOD, catalaza si GPO. In plus, administrarea CF a indus o reducere considerabild a expresiei
receptorului activat de proliferatorul peroxizomilor-gama (PPAR-y) si cresterea expresiei NF-kB si
a nitric-oxid sintazei inductibile (iNOS). Administrarea hesperidinei, un glicozid flavanonic gasit
in fructele citrice, intr-o maniera dependenta de dozd, readuce markerii modificati practic intr-0
stare aproape normald. Studiul sugereaza ca hesperidina isi exercitd efectul sau hepatoprotector
prin cresterea expresiei PPAR- y hepatice si reducerea inflamatiei si a stresului oxidativ [143].
Intr-un alt studiu, Suddek G. M. et al. (2013) au examinat efectele timochinonei — un
compus fitochimic gasit in planta Nigella sativa, asupra daunelor oxidative pulmonare induse de
CF. S-a constatat ca CF modifica semnificativ nivelurile mai multor biomarkeri in omogenatele
pulmonare manifestate prin cresteri semnificative ale continutului de peroxizi lipidici in plaméani
in paralel cu reducerea nivelurilor de glutation redus. CF creste nivelul de biomarkeri serici:

proteina totala, lactat dehidrogenaza si factorul de necroza tumorala alfa (TNF-a). Tratamentul
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sobolanilor cu timochinona a atenuat in mod semnificativ alterarea pulmonara si dereglarile
biomarkerilor serici asociate cu reactii inflamatorii, prin reducerea peroxidarii lipidelor si
restabilirea nivelului de antioxidanti. Mai mult decat atat, timochinona a atenuat in mod eficient
secretia citokinei pro-inflamatorii TNF-a in serul sangvin al sobolanilor si modificarile
histopatologice induse de CF in tesutul pulmonar [290].

Un interes deosebit prezinta polizaharidele sulfatate din Spirulina platensis (PSS). Conform
datelor obtinute de Zhang H. Q. et al. (2001) CF si iradierea cu razele gamma ®Co induce
afectarea sistemului hematopoietic la gsoareci si caini. PSS in dozele 30 si 60mg/kg induce
cresterea numarului de leucocite in sangele periferic si a celulelor nucleate si ADN-ului din
maduva osoasa la soareci. PSS in doza 12 mg/kg creste nivelul de eritrocite, leucocite si Hb in
sange si numarul de celule nucleate din maduva osoasa la caini (p<0,01), iar efectele positive ale
PSS 60 mg/kg au fost mai pronuntate in raport cu cele ale berberinei clorhidrat in doza 60
mg/kg. Autorii concluzioneaza ca PSS manifesta capacitati chemoprotective si radioprotective si
acesta poate fi folosit ca adjuvant in tratamentul cancerului [221].

Astfel, studiile extinse ale medicamentelor cu proprietati imunomodulatoare, anti-
inflamatoare si antioxidante alternative din produse naturale sunt de o incontestabila valoare
practica. Recent a fost demonstrata proprietatea cianobacteriei Spirulina platensis (SP), cu
proprietati chemoprotective, antioxidante si anti-apoptotice de a reduce mutagenitatea,
nefrotoxicitatea si cistita hemoragica indusa de ciclofosfamida la sobolani [188]. La fel,
Chamoro-Cevallos G. et al. (2008), au investigat efectele antimutagenice ale SP si au stabilit
efectele ei protectoare asupra daunelor genetice induse de CF in celulele germinale la soareci
masculi si femele [63].

Aceste date pot servi ca baza pentru dezvoltarea de noi medicamente care ar reduce sau
elimina efectele adverse ale citostaticelor la utilizarea lor in tratamentul pacientilor cu tumori

maligne si alte patologii.

1.4. Astmul bronsic: mecanisme imunobiochimice si noi abordari terapeutice

Astmul brionsic (AB) este o boala complexd, persistenta, inflamatorie cronica,
caracterizata prin hipersensibilitatea si inflamatia cailor respiratorii cu implicarea diferitor tipuri
de celule imune cum ar fi limfocitele T si B, mastocitele, eozinofilele, bazofilele, neutrofilele si
celulele dendritice, precum si elemente structurale celulare, inclusiv, celule epiteliale si

mezenchimale [69, 86].
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Prevalenta astmului a crescut considerabil in ultimele decenii in intreaga lume, in special in
tarile industrial dezvoltate. Etiologia AB este legatd de mai multe interactiuni dintre factorii
genetici si cei de mediu, cum ar fi alergenii, virusuri respiratorii, poluantii din aer,etc., iar boala
se caracterizeaza prin epizoade recurente de dispnee, raluri, senzatie de constrictie toracica si
tuse, de obicei, asociatd cu o limitare a fluxului de aer reversibil si un raspuns bronhoconstrictor
exagerat la mai multi stimuli diferiti (hiperresponsivitatea cailor respiratorii). Astmul se clasifica
in doua fenotipuri majore cunoscute ca alergic (atopic) sau "astm extrinsec" si "astmul intrinsec”
(non-atopic) [104]. Astmul atopic este manifestarea bolii dominante la varsta timpurie si la tineri,
in timp ce forma non-atopica este mai frecventa la pacientii in varstd, ceea ce caracterizeaza asa-
numitul subtip cu debut tardiv al astmului. Principala caracteristicd patogenica a astmului este
inflamatia cronica, asociata cu schimbadrile structurale ale peretilor cailor respiratorii, definite ca
remodelarea tisulara [156].

Mai multe studii au aratat ca speciile reactive ale oxigenului (SRO) si azotului (SRA) joaca
un rol-cheie in initierea si amplificarea inflamatiei cailor respiratorii in AB. Productia excesiva
de SRO duce la perturbari ale principalelor verigi antioxidante enzimatice, cum ar fi SOD,
catalaza si glutation peroxidaza, si nonenzimatice — GSH, vitaminele C si E, beta-carotenul,
acidul uric, tioredoxina, ceea ce cauzeaza dezechilibrul oxidant/antioxidant denumit si stres
oxidativ (SO). SO joaca un rol cardinal in patogeneza AB [35, 84]. El duce la efecte
patofiziologice asociate cu AB, cum ar fi cresterea permeabilitatii vasculare, hipersecretia de
mucus, contractia musculaturii netede si descuamarea epiteliului cailor respiratorii. Mecanismul
prin care SRO si SRA cauzeaza AB este oxidarea sau nitrarea proteinelor, lipidelor si ADN-lui,
ceea ce provoaca disfunctii ale acestor molecule. In plus, sistemul antioxidant fiziologic, care
inhiba si neutralizeaza formarea SRO este afectat in AB. S-a demonstrat ca interventiile
terapeutice care reduc SO si fortifica apararea antioxidanta pot fi utili in tratamentul astmului
[48, 157]. Prin urmare, suplimentarea cu antioxidanti pentru a stimula antioxidantii endogeni si
micsora producerea excesiva a SRO ar putea fi utilizata pentru a reduce si/sau preveni raspunsul
inflamator in AB prin restabilirea echilibrului oxidant/antioxidant. Intrucit inflamatia este
importanta pentru regenerarea tesuturilor si vindecarea plagilor, raspunsul inflamator cronic
persistent asociat cu AB poate duce la remodelarea cdilor respiratorii care implicd hipertrofia
musculaturii netede, hiperplazia celulelor epiteliale calciforme si depozitarea incontinud a
proteinelor matricei extracelulare in caile respiratorii. Desi mecanismele specifice responsabile
pentru AB nu sunt pe deplin elucidate, radicalii liberi, cum ar fi SRO si SRA sunt considerati

mediatori importanti ai leziunilor tisulare caracteristice acestei maladii. Exista de asemenea tot
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mai multe date in literatura de specialitate privind implicarea perturbarilor in reactiile de oxidare
/ reducere si ale protectiei antioxidante ca un factor de risc al dezvoltarii astmului si severitatii
maladiei. In cele din urma, aceste perturbari ale sistemului redox conduc la instalarea unui “cerc
vicios” al inflamatiei cailor respiratorii si a daunelor, care nu intotdeauna cedeaza la terapia AB,
in special, in cazurile AB sever [144, 157].

Glutationul (GSH), un tiol tripeptidic omniprezent, este un antioxidant intra- si extracelular
vital de protectie contra stresului oxidativ/nitrozativ, care joacd un rol-cheie in controlul
proceselor pro-inflamatorii in diferite organe si tesuturi, in special, in plamani [50, 80, 168].
Concentratia scazuta de GSH 1in fluidul ce captuseste plamanii (LLF — lung lining fluid) poate
contribui la instalarea unui dezechilibru dintre oxidanti si antioxidanti in plamani, ceea ce ar
putea amplifica raspunsurile inflamatorii si, deasemenea, agrava leziunile pulmonare.

Glutationul si NO pot servi ca markeri pentru determinarea gradului de extindere a
proceselor oxidative in AB, caracterizat prin inflamatia cronicd a cailor respiratorii [79, 82].
Cunoasterea mecanismelor de reglare a metabolismului GSH si echilibrului dintre producerea si
eliberarea mediatorilor pro- si anti-inflamatori ar putea conduce la dezvoltarea unor noi formule
de tratament pathogenic, bazate pe manipularea farmacologica a productiei acestui antioxidant
important in inflamatiile si leziunile pulmonare.

In literatura de specialitate sunt discutate un sir de oportunitat terapeutice pentru a restabili
echilibrul redox GSH la pacientii cu AB. Astfel, Lowry et al. [141] considera ca inhibarea
activitatii y-glutamil transferaza (GGT) sau y-GTP in lichidul ce captuseste plamanii (LLF) poate
reprezenta o abordare terapeutica eficienta pentru prevenirea si tratarea astmului.

Studii recente au dovedit efectele terapeutice ale preparatului GGsTop in AB, mecanismul
de actiune al acestua fiind inhibitia activitatii GGT in LLF. In acest caz cresterea concentratiei de
GSH in LLF poate proteja celule epiteliale ale cailor respiratorii pulmonare fata de daunele
provocate de diferiti prooxidanti asociata cu inflamatia in AB [112, 198].

Se considera ca astmul este declansat de raspunsul imun-inflamator indus de tipul de
limfocite T-helper 2 (Th2). Acest asa-numit subfenotip "Th2 inalt" al astmului apare in urma
interactiunii complexe dintre veriga innascuta si cea adaptativa a sistemului imunitar [103, 104,
115, 212].

In special, asa alergeni inhalatori care provoaci astmul, cum ar fi polenul, praful de casi
acarian si parul de animale, de multe ori au proprietati proteolitice si, de asemenea, contin urme

de constituenti bacterieni, cum ar fi lipopolizaharidele (LPZ) [100, 114].

36



Acesti alergeni, odata patrunsi in epiteliul cailor respiratorii, pot activa receptorii Toll-like
de recunoastere a tiparelor moleculare sau PRR (pattern-recognition receptor) implicati in
imunitatea innascuta. Activarea TLR induce sinteza unor asa citokine, cum ar fi limfopoietina
stromala a timusului (TSLP) si interleukina-25 (IL-25) si IL-33, capabile sa produca dezvoltarea
raspunsului adaptativ Th2. Stimularea TLR promoveaza, de asemenea, eliberarea liganzilor
chemokinei 2 epiteliale CC (CCL2) si chemokinei 20 (CCL20), care favorizeaza recrutarea si
maturarea celulelor dendritice [166]. Acestea, la randul lor, contribuie la extinderea proceselor
intraepiteliale din lumenul cailor respiratorii, precum si intensificarea proceselor de captare a
alergenilor inhalatori, stimulata de receptorii IgE cu afinitate de legare inalta (FceRI) situate pe
suprafata celulelor dendritice. Interactiunea dintre IgE cu receptorii FceRI exprimate pe celulele
dendritice faciliteaza internalizarea alergenilor in interiorul citoplasmei [126] si procesarea lor de
catre catepsina S, a cdrei actiune rezulta cu generarea de fragmente peptidice alergene. Acestea
din urma sunt apoi captate sub forma moleculelor HLA (antigenul leucocitar uman) apartinand
clasei Il a complexului major de histocompatibilitate (MHC clasa 1l) expresate pe celulele
dendritice, care migreazd in zonele cu celule T ale ganglionilor regionali limfatici toracici unde
are loc prezentarea antigenilor limfocitelor T. Recunoasterea peptidelor antigenice specifice de
catre receptorii celulelor T declanseaza sensibilizare si raspunsul imun adaptativ. Tipul de
prezentare antigen-dependenta a diferentierii limfocitelor T este strict determinat de mediul de
citokine. In special, IL-12 produsa de celulele dendritice promoveaza polarizarea Th1 (celulele T
helper 1), pe cand comitarea spre linia Th2 este indusa de IL-4, probabil, eliberata din celulele
mastocitare, bazofilele, eozinofilele si celulele T [114, 115].

Mai mult decat atat, citokina TSLP (thymic stromal lymphopoietin) este secretata in
cantitdti mari de catre celule epiteliale brongice si mastocitele pacientilor astmatici, impunand
astfel celulele dendritice sa elibereze chemokine CCL17 si CCL22, iar acestea se leaga de
celulele Th2 prin receptorul CCR4 [114]. Limfocitele Th2 activate apoi parasesc ganglionii
limfatici si patrund in caile respiratorii, unde au loc depozitari de alergeni si prezentarea
antigenului de citre celulele dendritice locale. In continuare, celulele Th2 care expeseazi
receptorul chemokinei CCR4 sintetizeaza cantitati mari de asa citokine, cum ar fi IL-3, IL-4, IL-
5, IL-6, IL-9 , IL-13 si factorul de stimulare a coloniilor de granulocite si macrofage (GM-CSF).
Aceste citokine si factori de crestere stimuleazd maturarea si recrutarea celulelor sistemului
imunitar implicate in cascada alergica, cum ar fi eozinofilele si mastocitele [113, 153]. IL-4 si

IL-13 actioneaza asupra limfocitelor B prin comutarea sintezei de Ig catre productia de IgE
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[165]. Niveluri crescute de IL-13 au fost detectate in caile respiratorii si Sputa pacientilor cu
astm bronsic [162].

Intrucat limfocitele Th2 sunt implicate, preponderent, in dezvoltarea unui fenotip
inflamator mentionat ca astmul eozinofilic, alte subtipuri de celule Th induc inflamarea
neutrofilicd a cailor respiratorii, adesea asociatd cu fenotipurile clinice mai severe. O alta
citokind care este implicatd in patogeneza astmului neutrofilic sever este factorul de necroza
tumorala-a (TNF-a), produs de limfocitele T CD4 +, monocite si / sau macrofage, precum si mai
multe tipuri de celule, care exercita efecte variate asupra celulelor inflamatorii ale cailor
respiratorii [51, 57].

in AB, inflamatia cronici este frecvent asociati cu modificari structurale dinamice care
implicd toate straturile peretelui cailor respiratorii. O astfel de remodelare tisulard apare in
ambele forme ale astmului — atopic si non-atopic si include descvamari epiteliale, hiperplazia
celulelor calciforme si glandelor mucoase, depozitarea proteinelor matricei extracelulare care
conduc la fibroza subepiteliald, intensificarea angiogenezei si hipertrofiei / hiperplaziei celulelor
musculare netede, care dobandesc un fenotip inalt proliferativ, secretor si contractil [57]. Se
considerd, ca remodelarea cailor respiratorii in astm este in mare parte cauzatd de interactiunile
complexe dintre epiteliul bronsic si mezenchimul subacent, rezultate din reactivarea unitatii de
dezvoltare epitelial-mezenchimale trofice (EMTU) responsabile pentru morfogeneza pulmonara
in timpul dezvoltarii fetale [99]. In contextul reactivarii EMTU, un rol crucial il joaci TGF-B
[99], factor de crestere fibrogenic a carei concentratie este majorata in caile respiratorii astmatice
din cauza eliberarii crescute de celule imune-inflamatorii, precum si din celule epiteliale
deteriorate si celulele mezenchimale activate. Alti factori de crestere care contribuie la
remodelarea cailor respiratorii in astm includ endotelina-1 (ET-1), factorul de crestere epidermal
(EGF), factorul de crestere derivat din plachete (PDGF) si factorul de crestere a endoteliului
vascular (VEGF) [51, 86]. In general, remodelarea cailor respiratorii rezulti cu ingrosarea
peretilor bronhiali si bronhiolari, ceea ce duce la reducerea calibrului cdilor aeriene si limitarea
fluxului de aer, corelat cu o scadere progresiva a functiei respiratorii.

Progresele recente in intelegerea patobiochimiei astmului, si mai ales 0 mai buna
cunoastere a mecanismelor celulare si moleculare care stau la baza astmului persistent, poate
avea implicatii terapeutice importante.

Ameliorarea rezultatelor curative pentru bolnavii cu AB poate fi atinsa prin elaborarea unor
noi masuri de corectie homeostazica bazate pe informatiile complexe privind implicarea diferitor

verigi patogenice la nivel molecular in evolutia maladiei si aparitia complicatiilor. In special,
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realizarile actuale privind constientizarea evenimentelor inflamatorii si imune implicate in
cascada de citokine pot contribui la elaborarea unor noi tinte pentru dezvoltarea si implementarea
de noi terapii biologice. Achizitiile moderne in cunoasterea patobiochimiei astmului sugereaza
ca medicatia anticitokinica poate fi utila pentru tratamentul acestei boli complexe si eterogene
ale cailor respiratorii. Dovezi recente se acumuleaza in sprijinul eficacitatii tratamentului anti-IL-
4, anti-1L-5, si anti-1L-13. IL-6, ca si alte citokine inflamatorii, joaca un rol activ in patogeneza
astmului si, dupa toate probabilitatile, IL-6 poate fi, prin urmare, un obiectiv pentru tratamentul
AB si altor boli pulmonare cronice, fapt confirmat de eficienta tocilizumabului (anticorpi anti-
IL-6R) [86, 88, 165].

Pe de alta parte existd motive de ingrijorare ce pot aparea de la premisa ca tratamentele
anti-Th2 citokinice pot avea efecte negative la pacientii cu boli autoimune. Ar trebui sa fie, de
asemenea, acordatd o atentie mare la recrutarea pacientilor astmatici pentru studii clinice de
evaluare a efectelor anticorpilor care vizeaza IL-17A si IL-17F, avand in vedere rolul fiziologic
al acestor citokine in supravegherea imunologica contra infectiilor si cancerului [86].

Din aceste considerente, un interes deosebit in acest aspect prezinta compusii bioactivi ce
se contin in biomasa cianobacteriilor maritime.

Intr-un studiu randomizat, dublu-orb incrucisat cu placebo, s-a constatat ci Spirulina poate
modula profilul Th la pacientii cu rinitd alergicd prin suprimarea diferentierii celulelor Th2
mediat si reducerea semnificativa a nivelelor de IL-4 in celule mononucleare sangvin e
periferice. Acest fapt demonstreaza efectele protectoare ale Spirulinei in rinita alergica [148,
149].

In concluzie, in ultimii ani strategiile de cercetare fundamentale si clinice au identificat mai
multe finte moleculare atractive pentru tratamentul astmului bronsic, In special, terapii
anticitokinice, utilizate in diverse combinatii, ceea ce ar putea conduce la elaborarea unor noi
tactici curative eficiente ale acestei maladii.

Spre regret, cauza initiala care declanseaza astmul bronsic, raimane necunoscuta si terapiile
actuale disponibile pot doar ameliora, dar nu si vindeca boala. De aceea, identificarea de noi
obiective si dezvoltarea de noi terapii, in special, pentru cei mai grav afectati pacienti este 0

problema de mare actualitate si valoare practica.

1.5. Cianobacteriile - sursa importanta de obtinere a remediilor biologic active eficiente

Un rol important ca sursda pentru obtinerea compusilor biologic activi le revine
cianobacteriilor, produsele obtinute din ele fiind aplicate in fitotehnie, zootehnie si medicina [18,
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19, 90, 121]. Cercetarea efectelor curative ale biopreparatelor de origine ciano-bacteriana,

ege v,

actiunii lor terapeutice si reparative in anumite maladii, a constituit obiectivul mai multor studii
de ultima ora [2, 5, 7, 18, 21, 96].

Spirulina este o cianobacterie cu proprietati antioxidante pronuntate. Ea contine molecule
antioxidante reactive, cum ar fi ascorbatul, glutationul, carotenoizi, catechine, polizaharide si alti
compusi biologici activi. Produsele obtinute din biomasa acestei cianobacterii sunt utilizate in
agriculturd, industria alimentara, farmaceutica, cosmetica si medicina. Spirulina are mai multe
activitati farmacologice, cum ar fi antimicrobiene (inclusiv antivirale si antibacteriene),
antitumorale, metaloprotective (prevenirea intoxicatiilor cu metale grele — Cd, Pb, Fe, Hg),
precum si efecte antioxidante si imunostimulante, datorita continutului bogat de proteine,
polizaharide, lipide, aminoacizi si acizi grasi esentiali, minerale si vitamine [107, 121, 122, 200].

Rezultatele unor cercetari demonstreaza ca spirulina are efecte favorabile asupra profilului
glucidic, lipidic, sistemului imunitar si capacitatii antioxidante la subiectii de sex masculin si
feminin, varstnici, atunci cand este folositd ca supliment alimentar [92, 102, 176, 182].
Activitatea imunomodulatoare a Spirulinei se manifesta prin stimularea secretiei de IL-1p, IL-4
si interferon gamma (IFN) de catre celulele mononucleare ale sangelui periferic uman,
nestimulate si stimulate cu fitohemaglutining, generand, totodata, un raspuns de tip Thl [148].

Intr-un studiu recent au fost demonstrate efectele, antioxidante, imunomodulatoare, precum
si efectele anti-angiogenice ale Spirulinei platensis in modelul de artrita indusd de adjuvantul
complet Freund la sobolani. Spirulina scade concentratiile plasmatice ale COX-2 (ciclooxigenaza-
2), TNF-0, IL-6, VEGF si DAM si induce cresterea nivelului seric al GSH comparativ cu grupul
netratat cu patologia modelata [41]. S-a constatat, ca pretratarea cu spirulind protejeaza sobolanii
de nephro-urotoxicitatea indusa de ciclofosfamida, datorita proprietatilor sale antioxidante si
anti-apoptotice [188]. Spirulina platensis manifesta proprietati hepatoprotective si hipolipidemice
in intoxicatia cu clorura de mercur [52], exercitd efecte antitumorale la iradierea pielii cu raze
UV, prin efectele sale anti-inflamatorii si antioxidante [148].

Polizaharidele din algele maritime constituie un tip de compusi biochimici care s-au
dovedit a avea efecte pleiotrope importante, cum ar fi cele anticoagulante si/sau antitrombotice,
imunomodulatoare, antitumorale si de preventie a cancerului, antilipidice si hipoglicemiante,
antimicrobiene, anti-inflamatorii si antioxidante, ceea ce le face promitatoare in calitate de
produse bioactive si biomateriale cu o gama larga de aplicatii [142]. Proprietatile lor se datoreaza

in principal structurii si caracteristicilor lor fizico-chimice, care depind de organismele din care
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ele sunt produse. In domeniul biomedical, polizaharidele din alge pot fi folosite pentru eliberarea
controlata a medicamentelor, tratamentul plagilor, si medicina regenerativa [65, 72, 110, 122].

Posibil ca polizaharidele sulfatate exogene isi realizeaza activitatile lor biologice prin doud
mecanisme. Unul dintre ele este interactiunea cu celulele si celalalt este interactiunea cu factori
de crestere / citokine care regleaza proteoglicanii. S-a constatat, ca spirulanul de sodiu, o
polizaharidd sulfatatd obtinuta din Spirulina platensis, este o polizaharida exogend care
stimuleaza eliberarea de proteoglicani din celulele endoteliale vasculare. Factorii care regleaza
metabolismul proteoglicanilor endoteliali sunt, probabil, molecule tinta ale polizaharidelor
exogene. Cercetari suplimentare sunt necesare pentru a obtine molecule legate de polizaharidele
exogene care prezintd activitati biologice utile prin controlul metabolismului proteoglicanilor
endoteliali pentru protectia impotriva leziunilor vasculare, cum ar fi atheroscleroza [125].

Multiple studii au pus in evidenta efectele curative inalte ale polizaharidelor sulfatate, de
aceea tot mai raspandite sunt cercetdrile ce tin de cautarea unor noi surse de polizaharide
sulfatate si de evaluare a mecanismelor lor de actiune [65, 154, 248]. PSS prezinta activitate
antitumorald remarcabild prin inhibarea proliferarii celulelor tumorale in tumorile mamare
induse de DMBA (p-dimetilaminobenzaldehida) la sobolani [78]. Complexul de polizaharide din
Spirulind, de asemenea, induce depresia cresterii celulelor de gliom [39].

Polizaharidele de origine vegetald sunt capabile sa stimuleze sistemul imunitar: ele maresc
activitatea functionala a neutrofilelor, productia de interferon si TNF-o in macrofage, induc
leucopoieza, activeaza fagocitoza, cresc numarul de celule formatoare de anticorpi si producerea
de anticorpi [72, 102, 110, 122, 135]. Fractiunea de polizaharide cu masa moleculard mare
(Immulina) din Spirulina prin intermediul TLR2 activeaza puternic factorul nuclear NF-kappa B
si induce expresarea mARN pentru IL-1p si TNF-a Tn monocitele umane ale liniei de celule
THP-1. Productia ex vivo a IgA si IL-6 in celulele Peyer s-a ameliorat de 2 ori, iar cea de
interferon-gamma (INF-y) in celulele splenice au crescut de 4 ori la soarecii tratati cu Immulina.
Astfel, consumul peroral al acestei polizaharide poate imbunatati componentele sistemului imun
atit la nivel local, n cadrul mucoasei, cit si la nivel sistemic [49]. Polizaharidele exercita efecte
protectoare asupra ficatului, manifestand proprietati antiinflamatorii.

Polisaharidele de origine cianobacteriand reprezinta una din cele mai cunoscute si apreciate
substante organice care se caracterizeaza printr-o diversitate structurald extrema si o raspandire
foarte larga in naturd, avand roluri importante in activitatea vitald a organismelor, reprezinta o
sursa pentru elaborarea remediilor eficiente si inofensive ce ar permite normalizarea parametrilor

imunobiochimici. S-a studiat interactiunile dintre polizaharidele sulfatate — fucoidanii din algele
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maritime Laminaria japonica, Laminaria cichorioides, Fucus evanescens, si Toll-like receptorii
umani (TLR), exprimati pe membranele celulelor embrionare umane renale. Fucoidanii
interactioneaza cu TLR-2 si TLR-4, dar nu cu TLR-5, si au fost netoxici pentru culturile de
celule. S-a constatat, deasemenea, ca acesti fucoidani activeaza factorul nuclear de transcriptie
NF-kB prin legare specifica la TLR-2 si TLR-4. Aceste rezultate indica ca fucoidanii ar putea fi
eficienti in apararea in vivo fatd de microorganismele patogene de diferite clase [122, 125, 183].
S-a constatat ca polizaharidele de origine vegetale reduc cresterea neoplasmelor metastatice,
angiogeneza si provoaca inducerea apoptozei in tesutul tumoral [78, 125].

S-a constatat, ca polizaharidele din Spirulina platensis manifesta efecte inhibitorii asupra
inflamatiei asociate cu neovascularizarea corneei [217] si, totodata, joaca un rol protector
impotriva pierderii  neuronilor dopaminergici la modelarea bolii Parkinson, efectul
neuroprotector fiind explicat prin proprietatile antioxidante ale acestor polizaharide [220].

In experientele cu inducerea patologiilor tumorale la soareci, tratamentul anticanceros,
suplimentat cu PSS a redus progresia tumorala in 93% din cazuri, in comparatie cu 48%,
obtinute in tratamentul nesuplimentat [36, 41]. Iata de ce, studiul eficientei polizaharidelor de
origine vegetala Tn oncologia experimentald este de mare actualitate pentru a crea pe baza lor
remedii noi care cresc eficienta chimioterapiei bolilor maligne.

PSS din spirulind demonstreaza proprietdti antioxidante care se manifestd prin intarzierea
initierii reactiilor de oxido-reducere cu formarea de radicali liberi. Activitatea antioxidanta a PSS
din spirulind a fost utilizatd in testarea efectului radioprotector al acestora in oncologie pentru
restabilirea rapida a sistemului hematopoetic si pentru diminuarea nivelului radicalilor liberi
formati in rezultatul tratamentului radiologic [221]. Polizaharidele din diverse alge actioneaza in
calitate de captatori de radicali liberi in vivo si in vitro [110].

Pentru PSS este caracteristicd actiunea inhibitoare asupra virusurilor, de tipul celor
herpetice (HSV), citomegalovirusul uman si a virusului HIV (human immunodeficiency virus)
[178].

Polizaharidele sulfatate exercita un potential efect asupra sistemului imunitar prin
construirea §i activarea receptorilor macrofagilor si a leucocitelor. PSS din spirulind sporesc
semnificativ producerea de catre macrofagii peritoneali a citokinei IL-1. Este mentionata
cresterea nivelului de y-interferon in 50% cazuri, la administrarea Ca-SP in loturile de voluntari,
fiind stabilita si producerea sporitd de anticorpi de catre celulele splinei [203].

eqge v,

de vaccinuri si suplimente alimentare si, de asemenea, aplicarii lor in ingineria biopolimerilor
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antimicrobieni. Datele recente au aratat ca polizaharidele moduleazd inflamatia cailor
respiratorii, fapt ce ar putea servi drept baza pentru elaborarea unor medicamente eficiente [140].

Biotehnologia medicala reprezinta o directie importanta in stiinta contemporana, ce ofera
cai noi de fortificare a sanatatii. In ultimii ani intens se studiaza carbohidratii cianobacterieni ca
sursd de substante biologic active. In Moldova au fost create modele biotehnologice originale de
cultivare dirijata a Spirulina platensis, cu extragerea si purificarea principiilor biologic active cu
efecte sanogene, inclusiv a polizaharidelor sulfatate (PSS) [2, 18, 19]. S-a stabilit ca PSS poseda
multiple actiuni sanogene asupra organismelor vii [2, 6, 7]. Insa, pani in prezent in literatura
accesibild nu am intalnit studii detaliate privind mecanismele imunobiochimice ale actiunii PSS
si a remediilor cianobacteriene asupra dereglarilor metabolice in cazul patologiilor cu implicatii
imune.

In acest sens, elucidarea mecanismelor imunobiochimice de actiune ale PSS si a remediilor
cianobacteriene (RC) ce contin polizaharide sulfatate sunt actuale si de perspectiva pentru
diversificarea arsenalului de remedii necesare corectiei dereglarilor, ce apar in diferite patologii,
inclusiv celor cu implicare imuna.

Din cele expuse mai sus a fost formulata problema de cercetare inaintata spre solutionare
in cadrul acestui studiu si anume: relevarea aspectelor noi ale activitatii biologice ale PSS si
remediilor cianobacteriene autohtone si elucidarea mecanismelor moleculare imunobiochimice,
ce stau la baza actiunii lor in norma si la modelarea unor patologii cu implicare imuna
(imunodeficit, astm bronsic) si de natura toxica (hepatopatia toxica - HT), fapt ce ar permite
diversificarea arsenalului de remedii folosite in profilaxia si tratamentul acestor patologii.

In baza analizei situatiei din domeniu, reflectata in literatura de specialitate, ne-am propus
urmatorul scop al studiului: evaluarea particularitatilor si semnificatiei modificarilor indicilor
imunobiochimici la actiunea polizaharidelor sulfatate din spirulind (PSS) si remediilor ce contin
PSS in norma si la modelarea unor patologii cu implicarea sistemului imunitar si de natura

toxica.
Obiectivele cercetarilor:

1. Cercetarea actiunii PSS asupra parametrilor sangvini, principalilor indici metabolici,
mediatorilor inflamatiei si fibrogenezei, stdrii functionale a aparatului lizozomal,
proceselor de oxidare cu radicali liberi si sistemului antioxidant in norma si la modelarea
HT.

2. A determina actiunea PSS si a remediilor cianobacteriene (RC) autohtone asupra indicilor
metabolici in splina la modelarea imunodeficitului experimental.
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Evaluarea proceselor metabolice in maduva osoasd in imunodeficitul experimental si
influenta PSS si a RC autohtone.

Studierea in vitro a particularitatilor indicilor sistemului glutationic eritrocitar in norma si
astmul bronsic (AB) de severitate diferita si influenta PSS si RC autohtone.

Evaluarea in vitro a modificarilor citokinelor pro- si anti-inflamatoare sangvine in norma si

AB de severitate diferita si influenta PSS si RC autohtone.

1.6. Concluzii la capitolul 1

In ultimii ani au fost obtinute date noi despre mecanismele imunitatii nespecifice, fapt ce a
permis integrarea mecanismelor imunitatii nespecifice cu cele ale imunitatii adaptive si
fundamentarea unei ramuri noi in imunologie — a imunologiei integrale. Aceste realizari
ale imunologiei fundamentale creaza premizele unor noi strategii terapeutice, diagnostice,

de profilaxie si preventie a maladiilor cu implicare imuna.

Bolile inflamatorii si alergice, imunodeficienta sunt printre cele mai frecvente patologii din
intreaga lume. Mecanismele moleculare ale dezvoltarii lor sunt complexe si incomplet
elucidate pana in prezent. O intelegere cat mai precisd a proceselor imunobiochimice care au

loc in aceste patologii este necesara pentru a fi in stare de a le dirija activ.

Desi chimia sintetica si combinatorie a dat nastere unor succese notabile in dezvoltarea de noi
medicamente anti-inflamatorii si anti-alergice eficiente, utilizarea lor extensiva in clinica a
condus la aparitia unor efecte adverse nedorite. Medicamentele citostatice, care au capdtat o
larga utilizarea in practicd, de asemenea, provoaca efecte toxice si aparitia unor complicatii

hematologice, gastrointestinale, hepatice grave, fapt ce limiteaza utilizarea lor.

In acest context, deosebit de valoroase sunt medicamentele de origine vegetald, care au
avantaje fata de cele sintetice, ele fiind lipsite de efecte secundare, rar prezinta toxicitate,
in special, polizaharidele cianobacteriene. Evaluarea lor in clinica pentru posibilile aplicatii
terapeutice este actuala si de mare perspectiva.

Realizarea acestui studiu va contribui in mod semnificativ la completarea cunostintelor
fundamentale pentru explorarile viitoare. Remedii autohtone noi, cu efecte secundare
minore si beneficii multiple ar putea fi propuse pentru utilizarea in medicina

complementara si tratramentul eficient al maladiilor.
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2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE
2.1 Experientele si grupurile de studiu

Cercetarile s-au efectuat la Institutul de Ftiziopneumologie "Chiril Draganiuc” si in
Laboratorul Biochimie al USMF ,Nicolaec Testemitanu” in cadrul proectului institutional de
cercetari fundamentale 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 imunodeficiente” finantat de ASM (2011-2014).

Polizaharidele sulfatate din spirulina (PSS) si remediile de origine cianobacteriana (Bior-
Ge, Bior-Zn) au fost obtinute la Institutul de Microbiologie si Biotehnologie al ASM, sub
conducerea dlui Valeriu Rudic, dr. hab. st. biol., profesor universitar, academician [19]. PSS este
o polizaharida acida, extrasa din cianobacteria Spirulina platensis ce contine fucoza, ramnoza,
xilozd, manoza, glucoza si galactoza. Are masa moleculard cuprinsa intre 3,4x10° — 2,9x10° Da
[239]. Remediul Bior-Ge contine PSS si microelementul germaniu (10 png/ml) legat organic, cu
proprietati imunostimulatoare si antiinflamatoare remarcabile [137]. Remediul Bior-Zn contine
PSS si microelementul Zn (10 pg/ml) legat organic si manifestd proprietiti antioxidante,
osteoregeneratoare, imunostimulatoare etc. [18-22].

Studiile fundamentale a produselor medicamentoase mentionate s-au efectuat in vivo pe
animale de laborator si in vitro pe baza probelor biologice colectate conform principiilor
contemporane in standardizarea biologicd a experientelor, aprobate de Comitetul de Eticd a
Cercetarii al USMF ,Nicolae Testemitanu” (Aviz favorabil din 19.06.2011) si s-a derulat
conform declaratiei de la Helsinki cu modificarile ulterioare (Somerset West Amendament,
1996).

La recrutarea pacientilor ne-am bazat pe responsabilitatea si dorinta lor de a contribui la
rezolvarea unor probleme stiintifice legate de elucidarea actiunii remediilor autohtone asupra
homeostaziei celulare in experiente in vitro. Inrolarea in acest studiu experimental uman a avut
loc pe criterii de voluntariat cu conditia obtinerii consimtamantului informat, scris al acestora.

Respectand conditiile eticii stiingifice, medicale si general umane, modelarea experientelor
pe animale de laborator s-a efectuat cu utilizarea unui numar minim de animale ce ar asigura
corectitudinea si veridicitatea rezultatelor analizei statistice, iar toate interventiile si sacrificarea
animalelor de laborator au fost efectuate in conformitate cu principiile adoptate de Congresul
International de Standardizare Biologica de la San Antonio (Texas), SUA (1977) cunoscute ca

"conceptul celor trei R™:
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v" reducerea (Reduction numerico) la strictul necesar a animalelor utilizate in experienta, dar

care s atingd limita minima pentru prelucrarea statistica a rezultatelor studiului;

v" inlocuirea (Replacement) metodelor de experimentare prin teste biologice, atunci cand

acestea permit extrapolarea rezultatelor obtinute pe animalele vii;

v' rafinamentul (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 [3].

Asadar, la efectuarea experientelor pe animale s-a recurs la un numar minim de animale,
suficient pentru obtinerea rezultatelor veridice. Animalele au fost intretinute in conditii de
vivariu, apropiate maxim de cele optime fiziologice. Experientele au fost efectuate in conditii
standard, cu respectarea metodologiei administrarii remediilor testate in toate loturile de studiu.

In conformitate cu scopul si obiectivele lucririi, studiul a fost efectuat pe un esantion de 85
sobolani albi, fara pedigriu, de sex masculin, cu masa corporalda 110-230g, precum si pe
esantioane de sange periferic, colectat de la 40 subiecti umani.

Animalele au fost divizate in urmatoarele serii experimentale in functic de modelul
experimental.

Prima (1) serie de experiente — evaluarea activitatii biologice a compusului PSS in

conditii fiziologice si la modelarea hepatopatiei toxice (HT) experimentale a fost efectuata pe un
lot de 26 sobolani (cercetari in vivo). Intoxicarea cu CCl, duce la afectarea hepatocitelor,

necroza, inflamatie si fibroza si peste 8-12 saptamani rezulta cu dezvoltarea cirozei [68].
Animalele din prima serie de experiente au fost divizate in urmatoarele loturi:

1.  Lotul-martor, animale intacte, intretinute la un regim obisnuit de vivariu, alimentatia fiind

suplimentata cu 20 ml bulion de vita per capitum, zilnic, timp de 5 saptamani (nr.6) .

2.  Sobolani intacti, carora li s-a administrat enteral zilnic PSS 1n doza 50 mg/kilocorp,

dizolvat in 20 ml bulion de vita, timp de 5 saptamani (nr.6).

3. Sobolani cu HT modelata prin administrarea a 1 ml solutie 50% de CCly in ulei de masline

la 1 kg masa corporala, bisaptamanal, timp de 5 saptamani (nr. 7).

4.  Sobolani cu HT modelata prin administrarea a 1 ml solutie 50% de CCly in ulei de masline
la 1 kg masa corporald, bisaptamanal, carora li se administra enteral zilnic PSS 50

mg/kilocorp, dizolvat in 20 ml bulion de vita , timp de 5 saptamani (nr. 7).
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A doua (1) serie de experiente — evaluarea activitatii biologice a compusului PSS si
remediului Bior-Ge la modelarea imunodeficientei experimentale a fost efectuat pe un lot de 47

sobolani (cercetari in vivo).
Animalele din a doua serie de experiente au fost divizate in urmatoarele loturi:

1. lotul-martor, animale intacte, intretinute la un regim obisnuit de vivariu, alimentatia fiind

suplimentata cu 20 ml bulion de vita per capitum, zilnic, timp de 14 zile (nr. 8);

2. lotul cu ID ciclofosfanic: sobolani cu imunodeficienta modelata prin injectarea intramuscular
(i/m) bisaptaminala a sol. Ciclofosfan 50 mg/kg, suplimentat cu 20 ml bulion de vita,

administrat enteral, zilnic timp de 14 zile (nr. 9);

3. lotul ID + PSS-50 mg/kg: sobolani cu ID modelat prin injectarea bisaptaminala i/m a sol.
Ciclofosfan 50 mg/kg, suplimentat cu 50 mg/kg PSS, dizolvat in 20 ml bulion de vita,

administrat enteral, zilnic timp de 14 zile (nr. 10);

4. lotul ID + PSS-125 mg/kg: sobolani cu ID modelat prin injectarea bisaptaminala i/m a sol.
Ciclofosfan 50 mg/kg si suplimentat cu 125 mg/kg PSS, dizolvat in 20 ml bulion de vita,

administrat enteral zilnic timp de 14 zile (nr. 10).

5. lotul ID + Bior-Ge 1 mg/kg: sobolani cu ID experimental, tratati cu Bior-Ge 1 mg/kg injectat

I/m si suplimentat cu 20 ml bulion de vita, administrat enteral zilnic timp de 14 zile (nr. 10).

A treia (I11) serie de experiente — evaluarea activitatii biologice a compusului PSS si

remediilor Bior-Ge si Bior-Zn la persoane conditionat sanatoase si pacienti cu astmu bronsic
(cercetari in vitro).

Materialul studiului a fost colectat de la 40 persoane cu varsta cuprinsa intre 25 si 69 ani
(varsta medie 47+4,1 ani), dintre care, 30 pacienti au fost selectati in IMSP Institutul de
Ftiziopneumologie ,,Chiril Draganiuc”, sectia Ftiziopneumologie, diagnosticati cu astm bronsic
(AB) persistent usor, moderat sau sever in faza de acutizare si 10 persoane conditionat
sanatoase, care n-au prezentat simptome ale AB, rinita alergica si dermatita atopica niciodata in
viata.

Criterii de eligibilitate: varsta pacientilor > 18 ani; diagnostic confirmat al astmului
bronsic persistent, faza de acutizare (conform criteriilor internationale GINA-2014).

Criterii de excludere din studiu: varsta pacientilor < 18 ani; pacienti cu patologie

concomitenta (maladii hepatice active, insuficienta cardiacd decompensatd, hipertensiune
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arteriald gr.I1l, insuficienta renald cu creatinina > 130 pumol/l, maladii sistemice, diabet zaharat,
nivel bazal al glicemiei > 7,0 mmol/l etc.), pacienti fumatori.

Persoanele incluse in studiu au fost divizate in urméatoarele loturi:

| — 10 persoane conditionat sanatoase;

I1 — 10 pacienti cu astm bronsic persistent forma usoara;

I11 — 10 pacienti cu astm bronsic persistent forma moderata;

IV — 10 pacienti cu astm bronsic persistent forma severa.

Caracteristica pacientilor inclusi in studiu in functie de sex, varsta si gravitatea bolii este

prezentata in tabelul 2.1.

Tabelul 2.1. Repartitia subiectilor umani divizati in loturi de studiu in functie de virsta si sex

incluse in Martor AB persistent AB persistent AB persistent
studiu (n=10) usor (n=10) moderat (n=10) sever (n=10)
Femei/Barbati 1:1 1,5:1 4:1 1,5:1
Virsta medie,
ani (Mto) 44425 37+4,7 55+3,2 52422

In toate loturile de studiu, cu exceptia martorului, prevaleaza femeile, ceea ce se explica

prin incidenta comparativ mai inalta a asmului bronsic printre persoanele de sex feminin.

Tabelul 2.2. Repartitia subiectilor umani divizati in loturi de studiu in functie de vechimea bolii

Loturi de studiu
Vechimea bolii AB persistent AB persistent AB persistent
usor (n=10) moderat (n=10) sever (n=10)
<5ani 9 5 3
7-10 ani 1 4 -
10-15 ani - - 4
15-20 ani - 1 3

La momentul includerii in studiu, vechimea bolii (tabelul 2.2) la pacientii cu AB persistent
usor a fost mai putin de 5 ani la 9 persoane si pind la 10 ani la 1 persoand; la pacientii cu AB
persistent moderat vechimea bolii a constituit mai putin de 5 ani la 5 persoane, de la 7 la 10 ani —
la 4 persoane si 20 ani la 1 persoand; la pacientii cu AB persistent sever vechimea bolii a fost
mai putin de 5 ani la 3 persoane, de la 10 la 15 ani — la 4 persoane si mai mult de 15 ani —la 3

persoane. Varsta medie a pacientilor cu AB inclusi in studiu a fost de 4442,2 ani.
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Din totalul de pacienti cu astm bronsic, in 26,7% cazuri s-a inregistrat imbinarea AB cu
rinita alergica, in 16,7% — asocierea AB cu rinita alergica si dermatita atopica, in 23,3% cazuri —
AB concomitent cu polipoza rinosinusala.

Particularitdtile tratamentului premergétor colectarii materialului biologic (timp de 1
saptamind) in functie de gravitatea astmului:

Lotul 1 (Martori): nu au administrat preparate medicamentoase.

Lotul 11 (AB persistent usor): au efectuat terapie antiinflamatorie cu glucocorticosteroizi
inhalatori (CSi) in doze mici (50-125 mcg) si bronhodilatatoare cu durata scurta de actiune la
necesitate.

Lotul 111 (AB persistent moderat): toti pacientii au administrat CSi in doze medii (125-250
mcg) in calitate de terapie antiinflamatorie suplimentata cu bronhodilatatoare cu duratd scurta
sau lunga de actiune.

Lotul 1V (AB persistent sever): toti pacientii au primit CSi in doze mari (250-500 mcg), cu

bronhodilatatoare cu durata lunga de actiune si corticosteroizi sistemici timp de 4-5 zile.

Pregatirea materialului biologic.  Studiile fundamentale de cercetare a produselor
medicamentoase s-au efectuat pe animale de laborator, sobolani albi fara pedigriu. Dupa 24 ore
de la expirarea termenului experientelor in vivo, animalele au fost sacrificate sub anestezie
usoara cu eter sulfuric, materialul de studiu fiind recoltat la una si aceiasi ora a zilei.

Sdngele periferic pentru studiul indicilor hematologici a fost prelevat si colectat in eprubete
ce contineau in calitate de anticoagulant solutie de 6% K4-EDTA cu pH-ul 7,4. Indicii sangvini
au fost apreciati in sangele periferic la analizorul hematologic PCE-210, firma ERMA, Japonia.
Determinarea formulei leucocitare s-a efectuat in frotiurile sangelui periferic fixate cu reactivul
May-Grunwald si colorate dupd Noht.

Serul sangvin a fost obtinut prin centrifugarea sangelui periferic prelevat fara anticoagulant
la 3000 tur/min timp de 10 minute. Dupa centrifugare serul sangvin a fost transferat in eprubete
curate de unica folosinta de tip Eppendorf si pastrat la frigider la + 4°C pana la finalizarea
explordrilor.

Ficatul si splina au fost prelevate, spalate cu sol. 0,85% NaCl si apoi desicate cu hartie de
filtru. In continuare, tesutul hepatic si lienal a fost supus omogenizirii in solutia tampon fosfat
0,1 M (pH 7,4), ce continea 1 mM EDTA, astfel ca dilutia finala a omogenatului sa constituie
1:10. Pentru distrugerea completd a membranelor celulare omogenatul a fost prelucrat cu triton
X-100 in concentratia finald de 0,1%. Ulterior, omogenatele tisulare au fost supuse centrifugarii
timp de 15 min la 5000 tur/min, iar supernatantul a fost transferat in eprubete curate si pana la
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examinare pastrat in congelator la -40°C. Intreg procesul de preparare a omogenatelor tisulare s-a
executat in conditii specifice pentru aprecierea activitatii enzimatice.

Mdaduva osoasa a fost prelevata din oasele femurale prin spalari repetate cu 0,85% NaCl.

Toate procedeele de determinare a activitatii enzimelor si a continutului de substante au
fost executate dupa tehnici, adaptate pentru aplicarea la riderul hibrid multi-modal cu microplaci
Synergy H1 (Hydrid Reader) (BioTek Instruments, SUA).

Aprecierea efectelor PSS si RC in norma si AB in vitro. S-a efectuat conform procedeului
descris de PeokukoBa C. JI. si coaut. [243]. Sangele de la persoanele incluse in studiu a fost
recoltat dimineata a jeun, prin punctia venei cubitale, in cantitate de 2 ml. In conditii sterile,
sangele a fost introdus intr-un flacon ce continea 8 ml mediu nutritiv Eagle modificat dupa
Dulbecco (DMEM), heparina (2,5 un/ml), gentamicind (100 pg/ml) si L-glutamina (0,6 mg/ml).

Pentru studiul influentei remediilor autohtone asupra sistemului glutationic, s-a pipetat cate
1,0 ml din acest amestec in 6 eprubete sterile. In prima eprubetd (1) pentru stabilirea nivelului
initial al indicilor studiati s-a turnat ser fiziologic 0,9%-0,1ml. In celelalte — s-au adaugat
remediile testate, diluate in 0,1 ml ser fiziologic: 2) PSS 50 pg/ml; 3) PSS 100 pug/ml; 4) Bior-Ge
50 ng/ml; 5) Bior-Ge 100 ng/ml si 6) Bior-Zn 50 ng/ml. Dupa incubare la 37°C timp de 24 h,
eprubetele au fost centrifugate la 2000 tur/min, timp de 5 min. Supernatantul obtinut a fost
transferat in eprubete Eppendorf curate si folosit ulterior la determinarea indicilor metabolici si
imunobiochimici.

Sedimentul de eritrocite a fost suplimentat cu 1ml ser fiziologic si dupa o agitare usoara
centrifugat 5 min la 2000 tur/ min. Pentru distrugerea membranei eritrocitare, masa eritrocitara
obtinuta a fost diluata cu 0,5 ml HyO distilata si congelatd la -40°C pana la efectuarea

investigatiilor.

2.2. Metodele de evaluare a indicilor imunobiochimici

Metodele de evaluare a indicilor imunobiochimici descrise in literatura de specialitate
prezintd un sir de dezavantaje, printre care complexitatea si durata mare a realizdrii analizel,
cheituelile mari de reactivi costisitori, dificultatile procesarii concomitente a unui numar mare de
probe biologice, reproductibilitatea joasd a metodei. De aceea, metodele folosite in cercetarile
noastre au fost modificate de noi [11, 12]. La general, esenta acestor modificari consta in
urmatoarele:

- la determinarea indicilor imunobiochimici se propune de a folosi micrometode, fapt ce

permite reducerea chieltuielilor de reagenti costisitori;
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- micrometodele elaborate au fost adaptate si optimizate pentru dozarea indicilor
imunobiochimici in divers material biologic: sange, tesut hepatic, lienal si maduva
0S0asa;

- materialul biologic se prelucreaza cu microcantitati de reagenti de lucru, care se
pregatesc din timp;

- dozarea indicilor imunobiochimici se efectueaza in microplaci cu multe godeuri (96 sau
384), iar pipetarea probelor de cercetat si reagentilor se efectueaza cu ajutorul pipetelor
automate multicanal, fapt ce permite prelucrarea concomitentd a unui numar mare de
probe biologice;

- procesarea probelor se efectueaza prin dispensarea reagentilor si masurarea absorbantei
in conditii de standardizare maxima, fiecare test se realizeaza dublu repetat, ceea ce

Avantajul micrometodelor elaborate consta in simplificarea procedeului analitic,
posibilitatea prelucrarii concomitente a unui numar mare de probe biologice, folosirea
microcantitatilor de reagenti, micsorarea timpului de efectuare a analizelor si a pretului de cost
al analizelor.

In continuare se da descrierea detaliatd a micrometodelor elaborate si propuse de noi de
evaluare a indicilor imunobiochimici.

Proteinele totale au fost evaluate conform procedeului clasic — Lowry dupa modificarile
noastre [11, 12 ]. Principiul micrometodei se bazeaza pe proprietatea derivatilor de cupru ai
proteinelor de a forma cu reactivul Folin compusi colorati, intensitatea carora este direct
proportionald cu cantitatea de proteine in materialul cercetat.

Tehnica de lucru: in microplacile cu 96 godeuri se toarna materialul de cercetat (0,02 ml
ser sangvin diluat 1:200 sau omogenat tisular de 10% diluat 1:20), se amesteca cu 0,2 ml reagent
de lucru (50 parti solutie 2% Na,COg3 in sol. 0,1 M NaOH si 1 parte sol. 0,5% CuSOy4 1n sol. 1%
citrat de sodiu) si se lasa la temperatura camerei 10 min. Se adaugad 0,02 ml de reagent Folin, se
amestecd si dupd 30 min se masoard absorbanta probelor de cercetat la 620 nm fatd de proba
blanc care contine aceiasi reagenti, dar materialul de cercetat se inlocueste cu o0 cantitate
echivalenta de ser fiziologic. Calculul se efectueaza dupa curba de calibrare, construita in baza
unor dilutii succesive ale solutiei standard de albumina si se exprima in mg de proteina la 1 g de
tesut (mg/g) sau in grame de proteina la 1 litru ser sangvin (g/1).

Conyinutul de substanse necrotice (SN) a fost estimat conform procedeului descris de

CeipomsataukoBa E. O. et al. [245] dupa modificarile noastre [11]. Metoda se bazeaza pe
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separarea SN din proba de cercetat cu o solutie de acid percloric, masurarea absorbantei (A)
supernatantului obtinut la 2 lungimi de unda - 260 si 320 nm si determinarea ulterioara a

diferentei dintre aceste lungimi de unda.

Tehnica de lucru: intr-o eprubeta Eppendorf se toarna 0,8 ml sol. de acid percloric 5% si
0,02 ml ser sangvin. Continutul eprubetei se amesteca minutios, ulterior se centrifugheaza 10 min
la 5000 tur/min. Se masoara absorbanta (A) supernatantului obtinut la 260 si 320 nm fatd de

solutia de acid percloric de 5%. Cantitatea de SN se determind dupa formula 1:

SN (un.conv.) = [A2s0—As20] X 10,0 )

Continutul de colagen a fost evaluat conform procedeului descris [12]. Principiul metodei
constd 1n transformarea colagenului nativ in gelatind solubila prin Incélzire cu o solutie de acid
tricloracetic (ATA), sedimentarea proteinelor necolagenice prin centrifugare si estimarea
ulterioara a concentratiei de colagen 1n supernatantul transparent prin metoda clasica Lowry.

Tehnica de lucru: materialul biologic (20 mg tesut hepatic) se introduce intr-o eprubeta de
centrifugare, apoi se adauga 4,0 ml sol. 5% acid tricloracetic (ATA). Eprubeta se tine intr-0 baie
cu apa la 90-95 grade Celsius timp de 40min, apoi se centrifugheaza 10 min la 3000 tur/min. Se
masoara 0,02 ml de supernatant transparent in godeurile microplacii cu 96 alveole, se adauga 0,2
ml reagent de lucru Lowry (50 parti 2% sol. Na,COs3 1n sol. 0,1 N NaOH si 1 parte sol. 0,5%
CuSOy in sol. citrat de sodiu 1%). Peste 10 min se adauga 0,02 ml de reagent Folin. Se tine 30
min la temperatura camerei, apoi se masoara absorbanta probelor de cercetat la 620 nm. Proba
blanc contine aceeiasi reagenti, dar materialul de cercetat se inlocueste cu o cantitate echivalenta
de ser fiziologic. Calculul se efectueaza dupa curba de calibrare, construitd in baza unor dilutii
succesive ale solutiei standard de colagen si se exprima In miligrame de colagen la |1 gram de
tesut (mg/g tesut).

Continutul de hidroxiprolina a fost estimat conform procedeului descris de [llapaes I1. H.
[250] in modificarea noastra [12]. Principiul metodei se bazeazd pe oxidarea hidroxiprolinei in
pirol, care reactionand in mediul acid cu p-dimetilaminobenzaldehida (DMBA) formeaza un
produs colorat, intensitatea cdruia este direct proportionald cu cantitatea de hidroxiprolind in
materialul de cercetat.

Tehnica de lucru: materialul biologic (0,2 ml extract transparent obtinut prin prelucrarea a
0,1 ml ser sangvin sau 10 mg tesut cu 0,4 ml etanol 96° ricit pani la 0°C si apoi supus

centrifugarii), se amestecd cu mediul de reactie ce contine 0,1 ml 10% sol. de cloramina T in 0,1
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M tampon acetat-citrat (pH 6,5), 0,1 ml de izopropanol si 0,1 ml sol. 0,7 M DMBA in HCIO4
57%. Eprubetele cu mediul de reactie se monteaza in baia de apa la 60°C timp de 30 min.

Se masoara absorbanta la 558 nm fata de proba blanc. Calculul se efectueaza dupa graficul
de calibrare, care se construieste in baza dilutiilor succesive ale sol. standard 10 mmol/l de
hidroxiprolind. Cantitatea de hidroxiprolina se exprima in mmol/l ser sangvin sau mmol/g tesut.

Continutul de acizi uronici a fost determinat conform procedeului descris de JleoHTheB
B.K., Tlaiinamak A. H. [237] dupa modificarile noastre [11, 12]. Metoda se bazeaza pe
interactiunea acizilor uronici eliberati la hidroliza glicoproteinelor colagenice cu carbazolul in
mediu acid cu formarea unui compus colorat, intensitatea caruia este proportionald cu continutul
de acizi uronici in proba de cercetat.

Tehnica de lucru: materialul biologic (10 mg tesut hepatic), se prelucreaza cu 0,5 ml 0,025
M solutie tetraborat de sodiu preparat pe acid sulfuric concentrat si 0,025 ml solutie de carbazol
0,125% in metanol. Eprubetele se introduc in baia de apa clocotinda pe 10 min. Se transfera 0,2
ml in godeurile placii cu 96 godeuri si se masoara absorbanta la 550 nm fatd de probele de
control care se monteaza la fel, dar nu contin solutie de carbazol. Calculul se efectueaza conform
curbei etalon, construitd in baza dilutiilor succesive a solutiei standard de acid glucuronic.
Cantitatea se exprimd in mmol/g tesut.

Continutul de glucozaminoglicani sulfatati a fost estimat conform procedeului descris
[237] dupa modificarile noastre [11, 12]. Metoda elaborata se bazeaza pe interactiunea specifica
dintre glucozaminoglicanii (GAG) sulfatati si colorantul tetravalent cationic albastru de Alcian
cu formarea unui compus colorat, intensitatea caruia este ditect proportionald cu cantitatea de
GAG sulfatati in proba de cercetat

Tehnica de lucru: intr-o eprubeta Eppendorf se introduce 0,05 ml ser sangvin si 0,45 ml
tampon acetat 0,1 M, pH 5,5, se agita periodic si se lasa timp de 24 ore. Se centrifugheaza 5 min
la 3000 tur/min. Se aplicd 0,02 ml de supernatant transparent pe o peliculd de acetat celuloza.
Pelicula se usuca 30 min la t° camerei, apoi se afunda in sol. 0,1% de albastru de Alcian timp de
40-45 min. Excesul de colorant se spala cu o sol. 0,2% de acid acetic si pelicula se usuca in nisa
de ventilare. Ulterior, portiunea cu zona coloratd se introduce intr-o eprubetd Eppendorf, se
toarnd 1ml sol. 2% dodecyl sulfat (DDS), se extrage 2 ore la t° camerei. Se masoard absorbanta
la 650 nm. Calculul se efectueaza dupa graficul de etalonare care se construieste in baza
dilutiilor consecutive a sol. standard de condroitin-sulfat C. Continutul de GAG sulfatati se

exprima in mmol/l.
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Continutul de substante cu masa moleculara mica si medie (SMMM) s-a determinat
conform procedeelor descrise de I'abpuansa H. U., Jlumarosa B. U. [227] si Hecrepos C. JI. et
al. [242] cu modificari [11]. Metoda se bazeaza pe proprietatea SMMM, dupa separarea lor cu
acid percloric, de a absorbi in ultraviolet la 238, 254, 266 si 282 nm; intensitatea absorbtiei este
direct proportionald cu cantitatea de SMMM in materialul cercetat.

Tehnica de lucru: intr-o eprubetd de centrifugare se amesteca 0,1 ml material de cercetat
(ser sangvin) si 4ml sol. 5% acid percloric si ulterior se centrifugheaza. Se masoara absorbanta
supernatantului transparent la 238, 254, 266 si 282 nm in cuva de 10 mm fata de solutia de acid
percloric de 5% (proba blanc).

Cantinutul de SMMM 1n proba se determinad dupa formula 2:

8*A238+16*A254+44 *A266 64*A282
SARMVM (. conv.) = 1,013 *[ 3 + 3 ]

()

unde: Agsg, Azsa, Ages Si Aggy este absorbanta probei de cercetat la lungimile de unda
respective. Continutul de SMMM se exprima in unitati conventionale (un. conv.)

Metodele de evaluare a metabolismului glucidic. Continutul de metaboliti intermediari -
lactat, piruvat, a-cetoglutarat si malat a fost apreciat prin metode enzimatice cu folosirea
seturilor de reagenti ale firmei Eliteh, Franta conform instructiunilor elaborate de producitor.

Activitatea hexokinazei a fost estimata conform procedeului descris de [233] dupa
modificarile noastre [11, 12]. Micrometoda elaborata se bazeaza pe proprietatea enzimei de a
cataliza reactia de formare produsului acid — glucozo-6-fosfatul la fosforilarea glucozei cu ATP.
Gradul de acidifiere (sau cantitatea de glucozo-6-fosfat format) se determind cu ajutorul
indicatorului rosu de crezol, forma bazicd a caruia absoarbe lumina la 560 nm. Astfel,
determinand schimbarea valorii absorbantei la 560 nm, se calculeaza activitatea enzimei.

Tehnicd de lucru. In godeurile microplicii cu 96 alveole se misoara 0,02 ml material

biologic, se adauga 0,20 ml mediu de incubare pregatit ex tempore, ce contine 20 mM tampon
glicil-glicina (pH 9,0), 50 uM ATP, 8 mM MgCl,6H,0 si 6 mg rosu de crezol, se ajita 15 s si se
incubeazd 5 min la 37°C. Se determind absorbanta Aga probelor de cercetat la 560 nm si dupa 5
min se masoara absorbanta A;. Se determina AA = Ag- A;. Activitatea enzimei se calculeaza, in
baza schimbarii valorii AA la adaugarea a 1 pmol de HCI. Pentru aceasta, in 3 godeuri paralele
se toarnd cate 0,20 ml de mediu de incubare, Se adauga 0,02 ml solutie 0,1 M HCI, se amesteca si
se masoara absorbanta Ag la 560 nm.Totodata, se masoara absorbanta A a 3 probe paralele ce

contin 0,20 ml mediu de incubare si 0,02 ml H,O bidistilata. Se calculeaza AA = Ag — Accare
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corespunde 1 pmol de acid. Dar, deoarece, efectul HCI este identic cu cel al glucozo-6-fosfatului,
marimea obtinutd se refera in egala masura si la glucozo-6-fosfat. Activitatea enzimatica se
exprimad in nmol/s'g proteina.

Activitatea piruvatkinazei a fost estimata conform procedeului descris de [233] dupa
modificarile noastre [11, 12]. Micrometoda elaboratd se bazeaza pe proprietatea enzimei de a
cataliza reactia de formare a acidului piruvic din fosfoenolpiruvat. in prezenta LDH si NADH,
piruvatul se reduce in lactat, iar NADH; se oxideaza cu formarea de NAD, cantitatea caruia este
echivalenta cu cantitatea de piruvat format in reactia piruvatkinazicd, ceea ce rezultd cu
micsorarea absorbantei la 340 nm.

Tehnica de lucru: In godeurile microplicii cu 96 alveole se masoard 0,01ml material de
cercetat (10% omogenat tisular), se suplimenteaza cu 0,25 ml amestec de reagenti ce contine
solutie-tampon trietanolamina 0,075 M, pH 7,5, 0,45 mmol NADH;, 0,23 mmol ADP, 400
unitati LDH, 0,25 mmol MgCl,, se amesteca si se incubeaza 5 min la 37°C. Apoi se adauga 0,05
ml sol. 30 mmol fosfoenolpiruvat, se amesteca si se masoara absorbanta la 340 nm timp de 60-
120 s dupa 30 s de preincubatie. Activitatea enzimei se calculeaza, reiesind din coeficientul
molar de absorbtie al NAD-lui (¢ = 6,22mmol-cm™) si se exprima in nmol/s.g prot.

Determinarea activitatii glucozo-6-fosfat-dehidrogenazei (G-6-PDH) a fost efectuata
conform procedeului descris de [233] dupa modificarile noastre [11, 12]. Micrometoda elaborata
se bazeaza pe proprietatea enzimei de a cataliza reactia de oxidare a glucozo-6-fosfatului in 6-
fosfo-gluconolactona cu participarea NADP, care se reduce in NADPH,. Concomitent are loc
cresterea absorbantei la 340 nm, ceea ce coreleaza cu activitatea enzimei in proba de cercetat.

Tehnica de lucru: in godeurile microplacii cu 96 alveole se masoara 0,02 ml material de
cercetat (omogenat tisular, ser sangvin ), se suplimenteaza cu 0,25 ml amestec de incubatie ce
contine 0,5 M solutie-tampon trietanolamina (pH 7,5), 50 mmol MgCl; si 1,3 umol NADP.
Probele se incubeaza 5 min la 37°C, apoi se adauga 0,025 ml sol. 0,02 M glucozo-6-fosfat si
imediat se masoard absorbanta la 340 nm (Ap). Se incubeaza 10 min la 37°C si din nou se
masoara absorbanta (A;). Activitatea enzimei se calculeaza, reiesind din coeficientul molar de
absorbtie al NADP-lui (¢ = 6,22 mmol-cm™) si se exprima in nmol/s'g prot.

Determinarea activitatii lactatdehidrogenazei (LDH-P si LDH-L) se bazeaza pe
proprietatea enzimei de a cataliza reactia reversibila de reducere a piruvatului in L-lactat (LDH-
P) si invers (LDH-L). Concomitent are loc reactia de oxido-reducere a coenzimei NAD, ceea ce

duce la modificarea absorbtiei la 340 nm si coreleaza cu activitatea enzimei. Examinarile s-au
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efectuat cu seturile de analiza ale firmei Eliteh, (Franta) LDH-P (substrat piruvat) si LDH-L
(substrat lactat), conform instructiunilor elaborate de producator.

Determinarea activitatii glutamatdehidrogenazei (GLDH) se bazeazi pe proprietatea
enzimei de a cataliza reactia de dezaminare oxidativa a glutamatului in a-cetoglutarat cu
participarea NAD, care se reduce In NADH, ceea ce duce la modificarea absorbtiei la 340 nm si
coreleazd cu activitatea enzimei. Examindrile s-au efectuat cu seturile de analizd ale firmei
Eliteh, (Franta), conform instructiunilor elaborate de producator.

Determinarea activitatii malatdehidrogenazei NADP-dependente s-a efectuat conform
procedeului descris de [240] dupa modificarile noastre [11, 12]. Micrometoda elaborata se
bazeaza pe reducerca NADP, catalizati de enzima data: malat + NADP = piruvat + CO, +
NADPH,, in rezultatul careia are loc cresterea absorbantei la 340 nm, ceea ce coreleaza cu
activitatea enzimei.

Tehnica de lucru: in godeurile microplacii cu 96 alveole se masoara 0,025 ml material de
cercetat, se suplimenteaza cu 0,25 ml 0,1 M solutie-tampon Tris-HCI (pH 7,6) ce contine 30
mmol de MnCl; si 5 mmol de L-malat. Pentru declansarea reactiei se adauga 0,1 ml de solutie
NADP 0,54 M si apoi imediat se masoara absorbanta initiald - Ag la 340nm. Dupa 10 min de
incubatie la 37°C se inregistreaza cresterea absorbantei (A;). Activitatea enzimei se calculeaza,
reiesind din coeficientul molar de absorbtic al NADP (¢ = 6,22 mmol-cm™) si se exprima in
nmol/s'g prot.

Determinarea activitatii izocitratdehidrogenazei NADP-dependente s-a efectuat conform
procedeului descris de [240] dupa modificarile noastre [11, 12]. Micrometoda elaboratd se
bazeazd pe reducerea NADP in procesul de decarboxilare oxidativa a izocitratului: izocitrat +
NADP = a-cetoglutarat + CO, + NADPHj,, in rezultatul céreia are loc cresterea absorbantei la
340 nm, ceea ce coreleaza cu activitatea enzimei.

Tehnica de lucru: in godeurile microplacii cu 96 alveole se masoara 0,025 ml material de
cercetat, se suplimenteaza cu 0,25 ml 0,16 M solutie-tampon trietanolamina (pH 7,8) ce contine
1mmol DL-izocitrat. Pentru declansarea reactiei se adauga 0,025 ml de solutie NADP 0,54 M si
apoi imediat se masoara absorbanta initiald - Ag la 340 nm. Dupa 10 min de incubatie la 37°C se
inregistreaza sporirea absorbantei (A;). Activitatea enzimei se calculeaza, reiesind din
coeficientul molar de absorbtie al NADP (¢ = 6,22 mmol-cm™) si se exprima in nmol/sg prot.

Determinarea activitatii succinatdehidrogenazei (SDH) s-a efectuat conform procedeului
descris de [224] dupa modificarile noastre [11, 12]. Micrometoda elaboratda se bazeaza pe

proprietatea SDH de a cataliza reactia de oxidare a succinatului in prezenta 2,6-
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diclorfenolindofenolului (2,6-DCFIF) cu formarea fumaratului si leucoformei 2,6-DCFIF.
Ultima se estimeaza spectrofotometric la 600nm si coreleaza cu activitatea enzimei.

Tehnica de lucru: in godeurile microplacii cu 96 alveole se masoara 0,02 ml material de
cercetat, apoi se adauga 0,15 ml 0,1 M solutie-tampon fosfat, pH 7,4, si 0,1 ml solutie de 1,5
mmol 2,6-DCFIF ce contine 5 mmol NaN;. Mediul de reactie se preincubeaza 3 min la 37°C.
Pentru declansarea reactiei se adauga 0,1 ml sol. 0,5 M de succinat de Na si apoi imediat se
masoara absorbanta initiala - Ag la 600 nm. Dupa 2-5 min de incubatie la 37°C se inregistreaza
micsorarea absorbantei (A;). Activitatea enzimei se calculeaza, reiesind din curba de calibrare si
se exprima in nmol/s-g prot.

Studiul metabolismului nucleotidelor adenilice a inclus determinarea activitatii
adenilatdezaminazei  (AMP-aminohidrolazei), adenozindezaminazei (ADA-zei) si 5-
nucleotidazei.

Determinarea activitatii adenozindezaminazei (ADA-zei) (EC 3.5.4.4) s-a efectuat in
conformitate cu procedeul [247] in modificarea noastra[1l, 12]. Micrometoda elaborata se
bazeaza pe capacitatea enzimei de a hidroliza adenozina cu formarea de inozina si amoniac.
Cantitatea amoniacului eliberat in urma reactiei enzimatice coreleaza cu activitatea enzimatica.

Tehnica de lucru: in godeurile microplécii cu 96 alveole se masoara 0,01-0,02 ml material
de cercetat, se suplimenteaza 0,075 ml solutie tampon fosfat, ce contine 7 mmol adenozina,
Immol MgCl; si 30 mmol KCI. Probele de control contin aceleasi ingrediente ca si probele de
cercetat, dar nu contin adenozina. Se agita si se incubeaza 15-60 min la 37°C. Dupa finisarea
incubatiei se adauga 0,075 ml reactiv ce contine 1% fenol si Immol nitroprusiat de sodiu si
0,075 ml reactiv ce contine 10% trifosfat de sodiu si 5 mmol hipoclorit de sodiu. Se agita si se
incubeazi 30 min la + 37°C, apoi se misoari absorbanta la 600 nm fatid de proba de control.
Activitatea enzimei se calculeazd dupa curba de calibrare, construitd in baza unor dilutii
succesive ale solutiei standard de (NH4),SO;4 si se exprima in nmol/sg prot.

Determinarea activitatii adenilatdezaminazei (AMP-aminohidrolazei) (EC 3.5.4.6) s-a
efectuat in conformitate cu procedeul [247] in modificarea noastra [11, 12].

Tehnica de lucru este aceiasi ca si la determinarea activitatii adenozindezaminazei (ADA-
zei), insa probele de cercetat contin in loc de adenozina 5 mmol adenozinmonofosfat (AMP) de
sodiu.

Determinarea activitatii 5'-nucleotidazei (EC 3.1.3.6) s-a efectuat conform procedeului
descris de El-Aaser A. A (1975) dupa modificarile noastre [11, 12]. Principiul micrometodei

elaborate se axeaza pe proprietatea enzimei de a cataliza reactia de hidroliza a AMP cu formarea
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adenozinei si ortofosfatului. Cantitatea de ortofosfat coreleaza cu activitatea enzimei si se
determina cu setul standard EliTech (Franta), conform instructiunilor anexate.

Starea functionala a aparatului lizozomal a fost evaluata prin determinarea principalelor
hidrolaze acide.

Determinarea activitatii catepsinei D (EC 3.4.23.5) s-a efectuat dupa procedeul descris de
Tabarapu C. U. u ap. [246] dupa modificarile noastre [11, 12]. Principiu micrometodei elaborate
se bazeaza pe capacitatea enzimei de a scinda molecula de hemoglobina cu formarea unor
derivati acidosolubili, cantitatea carora este direct proportionald cu activitatea enzimei.

Tehnica de lucru: mediul de incubare contine 0,02 ml material biologic si 0,08ml amestec
de reagenti (1 parte sol. 6% hemoglobina cu 2 parti solutie-tampon 1M formiat, pH 3,2). Dupa 2
ore de incubare la 37°C se toarnd 0,22 ml solutie 5% acid tricloracetic, se amestecd §i se
centrifugheazd 10 min la 3000 tur/min. Se transfera 0,025 ml supernatant transparent in
godeurile microplacii cu 96 alveole, se adauga 0,15ml reagent Lowry nr. 1 (50 parti solutie 2%
Na,CO3 in 0,1 M NaOH cu 1 parte solutie 0,5% CuSOy4 ce contine de 1% citrat de Na) si dupa 10
min se toarnd 0,025 ml reagent Lowry nr. 2 (reagentul Folin). Dupa 30 min se masoara
absorbanta la 620 nm fatd de proba blanc care nu contine material biologic. Activitatea enzimei
se calculeaza, reiesind din curba de calibrare, construita in baza unor dilutii succesive ale solutiei
standard de albumina si se exprima in nmol/s'g prot.

Determinarea activitatii catepsinei B (EC 3.4.22.1) se efectueaza dupa procedeul descris
de Korolenko T. et al. [230] conform modificarilor noastre [11, 12]. Principiul micrometodei
elaborate se bazeaza pe proprietatea enzimei de a hidroliza substratul sintetic — N,a.-benzoil-D-L-
arginina-p-nitroanilida (BAPNA) in mediu acid cu formarea p-nitroanilinei, cantitatea careia
coreleaza cu activitatea enzimei.

Tehnica de lucru: in godeurile placii cu 96 godeuri se masoara 0,020 ml material de
cercetat, se adauga 0,030 ml mediu de incubare ce contine 66mg BAPNA in 0,5 ml dimetil-
sulfoxid (DMSO), 20 mg Triton X-100, 11mg EDTA, 5 mg dithiothreitol (DTT) si 9 ml solutie-
tampon 0,1 M fosfat, pH 6,0. Se agita si se incubeaza 60-120 min la 37°C. Reactia se stopeaza
prin adaugarea a 0,225 ml solutie-tampon 0,1 M glicina-NaOH, pH 10,4. Probele de control se
pregatesc in mod analogic, nsa solutia-tampon 0,1 M glicina-NaOH se adauga imediat, evitand
perioada de incubare. Se mdsoara absorbanta probelor de cercetat la 410nm si filtrul de referinta
630 nm fata de control. Activitatea enzimei se calculeaza folosind curba de calibrare, construita
in baza unor dilutii succesive ale solutiei standard de p-nitroanilind si se exprima in nmol/sg

prot.
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Determinarea activitatii catepsinei H (EC 3.4.22.16) s-a efectuat dupa procedeul descris de
Tabarapu C. U. u ap., [246] conform modificarilor noastre [11, 12]. Principiul micrometodei
elaborate este acelasi ca si la determinarea catepsinei B cu deosebirea cd proba de cercetat
contine inhibitorul catepsinei B — leupeptina, iar incubarea se efectueaza la pH 6,8.

Tehnica de lucru: materialul biologic (0,025 ml) se amesteca cu 0,025 ml solutie tampon-
substrat, pH 6,8 (66 mg substrat BAPNA, 1ml dimetilsulfoxid, 40 mg Triton X-100, 11 mg
EDTA, 5 mg dithiothreitol, 0,15 ml sol. 10 umol leupeptina, iar volumul final al solutiei se
aduce cu solutie-tampon 0,1 M fosfat pH 6,8 pana la 15ml). Se incubeaza 60 min la 37°C, se
adauga 0,25 ml solutie-tampon 0,1 M glicina-NaOH, pH 10,4. Se masoara absorbanta A la 410
nm si filtrul de referintda 630 nm fata de proba blanc care se prelucreaza in acelasi mod, dar nu
contine materialul biologic. Calcularea activitatii enzimei se efectueaza reiesind din curba de
calibrare, construitd in baza unor dilutii succesive ale solutiei standard de p-nitro-anilina si se
exprima in nmol/sg prot.

Determinarea activitatii catepsinei L (EC 3.4.22.15) s-a efectuat dupa procedeul descris de
Tabarapu C. 1. u gp. [246] conform modificarilor noastre [11, 12]. Materialul biologic (0,02
ml), se amesteca cu 0,04 ml solutie tampon de activare, pH 5,0 (solutie-tampon 0,1 M acetat, pH
5,0 care contine Ilmmol EDTA, 20 mmol DTT si Immol pepstatind), se adaugd 0,04 ml solutie
de 2% de azocazeina (preparatd in solutie-tampon 0,1 M acetat, pH 5,0 care contine 6 M uree,
Immol EDTA, 20 mmol DTT si 1 mmol pepstatind) si se incubeaza 120 min la 37°C. Se adauga
0,2 ml solutie de 7% acid tricloracetic, se agita si se centrifugheaza. Apoi 0,2 ml de supernatant
transparent se transfera in godeurile microplacii cu 96 godeuri cu fundul plat, care contin 0,05 ml
solutie 2,5 M NaOH si din nou se agita. Se determind absorbanta probelor de cercetat la 410 nm
si filtrul de referinta 620 nm fatd de probele blanc care se prelucreaza in acelasi mod, dar nu
contin materialul biologic. Calcularea activitdtii enzimei se efectueaza dupa curba de calibrare
construitd in baza unor dilutii succesive ale solutiei standard de azocazeina si se exprimd in
nmol/s'g prot.

Determinarea activitatii catepsinei G (EC 3.4.21.20) s-a efectuat dupa procedeul descris
de [246] conform modificarilor noastre [11, 12]. Principiul micrometodei elaborate se bazeaza pe
capacitatea enzimei de a hidroliza substratul sintetic glutaryl-L-phenylalanina-p-nitroanilida
(Glu-phe-4-NA) cu formarea p-nitroanilinei, cantitatea careia coreleaza cu activitatea enzimei.

Tehnicd de lucru. In godeurile placii cu 96 godeuri se masoara 0,025 ml material de
cercetat, se adauga 0,12 ml tampon Tris-HCI, pH 7,5 ce contine 1,25 mmol Glu-phe-4-NA, se

agita si se incubeaza 120 min la 37°C. In probele de control materialul de cercetat se inlocuieste
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cu o cantitate echivalentd de H,O dist. Dupa terminarea incubatiei reactia se stopeaza prin
addugarea a 0,12 ml solutie tampon 0,4 M glicind-NaOH, pH 10,4 si se agitd. Se masoara
absorbanta probelor de cercetat la 410 nm si filtrul de referinta 630 nm fata de control.
Activitatea enzimei se calculeaza folosind curba de calibrare, construitd in baza unor dilutii
succesive ale solutiei standard de p-nitroanilina si se exprima in nmol/s'g prot.

Determinarea activitatii elastazei S-a efectuat dupa procedeul descris de Dzialaszynsky L.,
Hofmann T. [75] conform modificarilor noastre [11, 12]. Principiul micrometodei elaborate se
bazeaza pe capacitatea enzimei de a hidroliza legatura estericd a substratului sintetic
carbobenzoxy-Gly-p-nitrophenil ester (z-Gly-ONp) cu eliberarea p-nitrofenolului cantitatea
caruia coreleaza cu activitatea enzimei.

Tehnica de lucru. Materialul de cercetat (0,02 ml) se toarna in godeurile microplacii
fotometrice, se adauga 0,25 ml solutie-tampon fosfat 0,05 M, pH 6,5, ce contine 0,01 M z-Gly-
ONp. Se agitd si se citeste absorbanta initiala (Ag) la 340 nm. Dupa o incubatie de 10 min la
37°C se citeste valoarea absorbantei finale (A;). Activitatea enzimei se estimeaza, folosind curba
de calibrare, construita in baza unor dilutii succesive ale solutiei standard de p-nitrofenol si se
exprima in nmol/sg prot.

Dozarea activitatii colagenolitice S-a efectuat dupa procedeul descris de Hamonbckux B.
M. et al. [241]. Principiul metodei se bazeaza pe incubarea materialului biologic intr-un mediu
ce contine colagen cu determinerea spectrofotometrica a produsului de scindare hidrolitica a
acestei proteine - hidroxiprolinei si se exprima in nmol/s'g prot.

Determinarea activitatii enzimei leucinaminopeptidaza (LAP) s-a efectuat dupa procedeul
descris de Vafa A. et al. [199] conform modificarilor noastre [12]. Principiul micrometodei
elaborate se bazeaza pe proprietatea enzimei de a cataliza hidroliza H-Leu-p-nitroanilidei cu
formarea p-nitroanilinei, care in mediul alcalin are o coloratic galbena, intensitatea careia
coreleaza cu activitatea enzimei.

Tehnica de lucru. Materialul biologic (0,025 ml) se toarnd in godeurile cu fundul plat ale
microplacii fotometrice, se adauga 0,12 ml solutie 0,05 M Tris-HCI (pH 7,5), ce contine 10mM
CaCl, si 50 mM H-Leu-p-nitroanilida, se agitd si se incubeaza 30 min la 37°C. Probele de
control se pregdtesc in acelasi mod, insa materialul de cercetat se inlocuieste cu o cantitate
echivalenta de H,O dist. Dupa finisarea incubatiei reactia se stopeaza prin adaugarea a 0,12 ml 1
M solutie tampon glicina-NaOH, pH 10,4 si se agitd. Se determind absorbanta probelor de

cercetat la 410 nm si filtrul de referintd 630 nm fata de control. Calcularea activitatii enzimei se
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efectueaza folosind curba de calibrare, construitd in baza unor dilutii succesive ale solutiei
standard de p-nitroanilind si se exprima in nmol/s'g prot.

Determinarea activitatii f-glucozidazei (EC 3.2.1.21) si a p-galactozidazei (EC 3.2.1.23)
s-a efectuat dupa procedeul descris de Acarmanu B. C. [224] modificat [11, 12]. Principiul
micrometodei elaborate se bazeaza pe hidroliza enzimatica a substratului p-nitrofenil-3-D-
glucopiranozid (pentru pf-glucozidaza) sau a p-nitrofenil-B-D-galactopiranozid (pentru f-
galactozidaza) cu eliberarea p-nitrofenolului cantitatea caruia coreleaza cu activitatea enzimei.

Materialul biologic (0,02 ml) se amesteca cu 0,2 ml 0,05 solutie-tampon M citrat-fosfat
(pH 5,4) ce contine 1,5 mmol p-nitrofenil-B-D-glucopiranozid (pentru f-glucozidaza) sau 1,5
mmol p-nitrofenil-B-D-galactopiranozid (pentru S-galactozidaza). Se incubeaza 3 ore la 37°C.
Reactia se stopeazd cu 0,1 ml solutie-tampon 0,4 M glicind-NaOH, pH 10,8. Se masoara
absorbanta A la 410 nm si filtrul de referintd 630 nm fata de probele blanc care se prelucreaza in
acelasi mod, dar nu contine materialul biologic. Calcularea activitatii enzimei se efectueaza
folosind curba de calibrare, construita in baza unor dilutii succesive ale solutiei standard de p-
nitrofenol si se exprima in nmol/s'g prot.

Determinarea activitatii f-glucuronidazei (EC 3.2.1.31) s-a efectuat dupd procedeul
elaborat de Acatmanu B. C. [224] modificat [11, 12]. Procedeul micrometodei elaborate se
bazeaza pe hidroliza enzimatica a p-nitrofenil-B-D-glucuronidului cu eliberarea p-nitrofenolului
cantitatea cdruia coreleaza cu activitatea enzimei.

Materialul biologic (0,02 ml) se amesteca cu 0,10 ml solutie-tampon 0,1 M acetat (pH 5,0)
ce contine 1,5 mmol p-nitrofenil-B-D-glucuronid. Se incubeaza 60 min la 37°C. Reactia se
stopeaza cu 0,15 ml solutie-tampon 0,4M glicina-NaOH (pH 10,8). Se masoara absorbanta A la
410 nm si filtrul de referinta 630 nm fatd de probele blanc care se prelucreaza in acelasi mod, dar
nu contine materialul biologic. Calcularea activitdtii enzimei se efectueazd folosind curba de
calibrare, construitd in baza unor dilutii succesive ale solutiei standard de p-nitrofenol si se
exprima in nmol/sg prot.

Determinarea activitatii N-acetil-f-D-glucozaminidazei (EC 3.2.1.30) s-a efectuat dupa
procedeul descris de Vafa A. et al si Illapaes I1. H. et al. [199, 251] conform modificarilor
noastre [11, 12].

Principiul micrometodei elaborate se bazeaza pe estimarea spectrofotometrica a cantitatii
de p-nitrofenol — produsului reactiei de hidrolizd enzimatica a p-nitrofenil-N-acetil-3-D-

glucozaminidei, cantitatea caruia coreleaza cu activitatea enzimei.
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Materialul biologic (0,02 ml) se amesteca cu 0,08 ml solutie-tampon 0,1 M acetat, pH 5,0
ce contine 0,1 mmol p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glucozaminida. Se incubeaza 60 min la 37°C.
Reactia se stopeazd cu 0,2 ml solutie-tampon 0,4 M glicina-NaOH, pH 10,8. Se masoara
absorbanta A la 410 nm si filtrul de referintda 630 nm fata de probele blanc care se prelucreaza in
acelasi mod, dar nu contine materialul biologic. Calcularea activitatii enzimei se efectueaza
folosind curba de calibrare, construitd in baza unor dilutii succesive ale solutiei standard de p-
nitrofenol si se exprima in nmol/s'g prot.

Determinarea activitatii arilsulfatazelor A si B (EC 3.1.6.1) s-a efecruat dupa procedeul
Roy J. (1953) conform modificarilor noastre [11, 12]. Principiul micrometodei elaborate se
bazeaza pe estimarea spectrofotometricd a cantitafii de p-nitrocatehind — care se formeaza la
hidroliza enzimatica a p-nitrocatehol-sulfatului de potasiu. Para-nitrocatehina in mediul alcalin
are o coloratie visinie, intensitatea careia coreleaza cu activitatea enzimei.

Materialul biologic (0,02 ml omogenat tisular sau 0,05 ml ser se amesteca cu 0,15 ml
solutie-tampon 0,1 M acetat (pH 5,8) ce contine 0,5 mmol/l p-nitro-catehol-sulfat. Se incubeaza
2 ore la 37°C. Reactia se stopeaza cu 0,15 ml solutic 1M NaOH. Se masoara absorbanta A la 490
nm fatd de martor. Calcularea activitatii enzimei se efectueaza folosind curba de calibrare,
construita in baza unor dilutii succesive ale solutiei standard de p-nitrocatehind si se exprima in
nmol/s'g prot.

Determinarea activitatii arilsulfatazei C (EC 3.1.6.1) s-a efectuat dupa metoda Dodgson K.
si Spencer B. (1957) conform modificarilor noastre [11, 12].

Principiul micrometodei elaborate se bazeaza pe estimarea spectrofotometrica a cantitatii
de p-nitrofenol, care se formeaza la hidrolizd enzimatica a p-nitrofenil-sulfatului de potasiu.
Para-nitrofenolul in mediul alcalin are o coloratie galbend, intensitatea cdruia coreleaza cu
activitatea enzimei.

Materialul biologic (0,02 ml) se amesteca cu 0,15 ml solutie-tampon 0,1 M acetat (pH 5,8)
ce contine 0,5 mmol/l p-nitro-fenilsulfat de potasiu. Se incubeaza 2 ore la 37°C. Reactia se
stopeaza cu 0,15 ml solutie 1 M NaOH. Se masoara absorbanta A la 410 nm si filtrul de referinta
630 nm fatd de probele blanc care se prelucreazd in acelasi mod, dar nu contine materialul
biologic. Calcularea activitatii enzimei se efectueaza folosind curba de calibrare, construitd in
baza unor dilutii succesive ale solutiei standard de p-nitrofenol si se exprima in nmol/s'g prot.

Determinarea activitdtii fosfatazei acide (EC 3.1.3.2) s-a efectuat conform metodei
descrise de Acatuanu B. C. [224] dupa modificarile noastre [11, 12]. Principiul micrometodei

elaborate se bazeaza pe estimarea spectrofotometrica a cantitatii de p-nitrofenol, care se
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formeaza la hidroliza enzimatica a p-nitrofenil-fosfatului. Para-nitrofenolul in mediul alcalin are
o coloratie galbena, intensitatea caruia coreleaza cu activitatea enzimei.

Materialul biologic (0,02 ml) se amesteca cu 0,1 ml solutie-tampon 0,1 M citrat, pH 4,8,
0,55 mmol p-nitrofenilfosfat si se incubeaza 60 min la 37°C. Reactia se stopeaza cu 0,15 ml
solutie 0,5 M NaOH. Se determina absorbanta A la 410 nm si filtrul de referinta 630 nm fata de
probele blanc care se prelucreaza in acelasi mod, dar nu contine materialul biologic. Calcularea
activitatii enzimei se efectueaza folosind curba de calibrare, construitd in baza unor dilutii
succesive ale solutiei standard de p-nitrofenol si se exprima in nmol/s'g prot.

Metodele de evaluare a indicilor stresului oxidativ si protectiei antioxidante.
Aprecierea intensitatii reactiilor de oxidare cu radicali liberi in materialul biologic s-a efectuat
prin dozarea principalilor indici ai proceselor de peroxidare.

Determinarea produsilor peroxidarii lipidelor in materialul biologic s-a efectuat 1in
conformitate cu procedeul [232] dupa modificarile noastre [11, 12]. Micrometoda elaboratd se
bazeaza pe determinarea in una si aceiasi proba a mai multor produsi de transformare a
hidroperoxizilor lipidici: primari (dienele conjugate — DC), secundari sau intermediari
(cetodienele — CD, trienele conjugate — TC, dialdehida malonica — DAM) si finali (bazele Schiff
— BS) cu inregistrarea separata a absorbantei lipoperoxizilor in faza hexanica (peroxidarea
compusilor hidrofobi — lipidelor neutre si altor substante hidrofobe) si In faza izopropanolica
(peroxidarea fosfolipidelor si altor compusi polari).

Tehnicd de Iucru. Intr-o eprubeti de centrifugare se introduce consecutiv 0,25 ml material
biologic si 3,0 ml amestec de hexan + izopropanol (1:1), probele se agita viguros la un vortex 60-
120 s. Ulterior probele se centrifugheaza 5-7 min la 3000 tur/min. Supernatantul se toarna in alte
eprubete, se adauga 4,0ml amestec hexan + izopropanol (1:2), apoi 2,0 ml solutie 0,05 M HCI
pH — 2.0, se agita din nou viguros 1-2 min la un vortex si se lasa 5-10 min la t camerei pentru
separarea fazelor. Faza hexanica se transfera in alte eprubete, iar la faza hidro-alcoolica ramasa
se adauga 1 g KCI pulbere si iardsi se agitda 1-2 min la un vortex. Se masoara absorbanta (A)
ambelor faze (hexanica si izopropanolica) la 220, 232, 278 si 400 nm. Rezultatele se exprima in
unitati arbitrare (conventionale):

1. Continutul relativ de DC = Azl Aop;

2. Continutul relativ de CD si TC = Ay7g/Ax0;

3. Continutul relativ de BS = Azoo/ Axzo.

Dozarea dialdehidei malonice se efectueaza conform procedeului descris [228] dupa

modificarile noastre [11, 12]. Micrometoda eclaborata se bazeaza pe determinarea
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spectrofotometricd a complexului trimetinic format in rezultatul interactiunii dialdehidei
malonice (DAM) cu acidul tiobarbituric.

Materialul biologic (0,05 ml) se amesteca cu 1,5 ml reagent de lucru, care contine sol.
0,375% acid tiobarbituric, sol. 15% acid tricloracetic si sol. 0,25 M HCI in raportul 1:1:1
(vol/vol/vol). Se fierbe 30 min, se centrifugheaza si se masoara absorbanta la 532nm. Continutul
de DAM (umol/g tesut sau pmol/l ser sangvin) se calculeaza reiesind din coeficientul molar de
absorbtie X=1,56 10° mol-ecm™.

Determinarea produsilor proteici de oxidare avansata (AOPP) s-a efectuat conform
procedeului descris de Witko-Sarsat V. et al.[212] dupa modificarile noastre [11, 12].
Micrometoda elaboratd se bazeaza pe masurarera absorbantei probei biologice la 340 nm dupa
prelucrarea acesteia cu o solutie de acid acetic.

Tehnica de lucru. Materialul biologic - 0,2 ml ser sangvin , diluat in raportul 1:5 cu o
solutie ce contine 0,01 M tampon fosfat salin, pH 7,4 (PBS), se amesteca cu 0,01 ml sol.1,16 M
KI, apoi se adauga 0,02 ml sol 10% acid acetic. Se masoara absorbanta la 340nm fata de proba
blanc constituitd din 0,2 ml PBS, 0,01 ml sol 1,16 M KI si 0,02 ml sol.10% acid acetic.

Calculul se efectueaza dupa curba de calibrare construitd in baza dilutiilor succesive a sol.
standard cloramina-T (0-100 pmol/l) si se exprima in pmol/l echivalente de cloramina-T.

Dozarea albuminei (proteinei) ischemic-modificate se efectueaza conform procedeului
descris de noi [11]. Materialul biologic (0,05 ml) se amesteca cu 0,05 ml sol.0,5 mmol CoCl; si
0,05 ml sol. 20 mmol dithiothreitol (DTT) in 0,05 M tampon HEPES, pH 7.4. in proba martor in
loc de 0,05 ml sol. 20 mmol DTT, se toarna 0,05 ml sol. fiziologicd. Probele de control contin
toate componentele Tn afard de materialul de cercetat. Se médsoard absorbanta probei de cercetat,
a probei martor si a probei de control fata de proba blanc la 492 nm. Calculul se efectueaza dupa
curba de calibrare construitd in baza dilutiilor succesive a sol. standard de CoCl; (0-100 umol/l)
si se exprima in pmol/I.

Dozarea produsilor finali de glicare avansata (AGES) se efectueaza conform procedeului
descris de Makita Z. et al. (1992) [146], dupa modificarile noastre [12]. Micrometoda elaborata
se bazeaza pe masurarea intensitatii fluorescentei probei de cercetat diluate in tampon fosfat.

Tehnica de lucru. Materialul biologic —0,02 ml material biologic (ser sangvin, omogenat
tisular diluat 1:5 sau 1:20) se amesteca cu 0,180 ml 0,05 M tampon fosfat pH 7,4. Se masoara
fluorescenta la 370 (excitare) si 440 nm (emisia). Calculul se efectueaza folosind dilutiile de

lucru ale sol. standard stock de AGE-albumina si se exprima in pumol/l sau pmol/g prot.
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Determinarea activitatit NADH- si NADPH-oxidazelor se efectueaza conform procedeului
descris de Kumar P. et al [131] dupa modificarile noastre [12]. Principiul micrometodei elaborate
se bazeaza pe determinarea absorbantei la 340 nm a probelor de cercetat ce contin 0,1 M tampon
fosfat, pH 7,5 si Triton X-100, calcularea rezultatelor se efectueaza folosind curba de calibrare
obtinuta in baza dilutiilor sol.standard de NADH si NADPH.

Tehnica de lucru: Materialul de cercetat se prelucreaza in prealabil cu sol. 0,05% Triton X-
100. In microplaca fotometrica cu 96 godeuri se toarna 5 ul material de cercetat sau sol. standard
0,56 nM/l NADH si NADPH in 0,1M tampon fosfat, pH 7,5. Apoi se adauga 195 pl tampon
fosfat 0,1 M pH 7,5. Se agita 15 s. Se masoara absorbanta la 340 nm.

Activitatea enzimei se calculeaza, reiesind din coeficientul molar de absorbtie al NADP-
ului (la 37°C si 340 nm & = 6,22 umolcm™) si se exprima in nmol de NADP-H, format timp de 1
s la 1g proteina.

Dozarea metabolitilor oxidului nitric (NO) in materialul biologic s-a efectuat dupa
deproteinizarea materialului biologic conform procedeului descris de Mertenbckas B. A.,
Tymanosa H. I'. [239] dupa modificarile noastre [11, 12]. Micrometoda elaborata se bazeaza pe
determinarea spectrofotometricd a complexului colorat format in rezultatul interactiunii nitritilor
din proba de cercetat cu reagentul Griess.

Tehnica de lucru. Materialul biologic (0,2 ml) se amesteca cu 0,02 ml sol. 20% ZnS04 si
apoi se centrifugheaza 10 min la 3000 tur/min. In continuare 0,05 ml supernatant transparent se
amesteca cu 0,05 ml sol. 0,8% VCls si 0,05 ml reagent Griess (sol. 2% sulfanilamida si sol. 0,1%
naftilendiamina in 2,5% acid ortofosforic se amesteca in raport 1:1). Se incubeazd 10 min la
temperatura camerei. Absorbanta probei de cercetat se masoara la 540 nm fata de proba blanc,
care se monteaza ca si proba de cercetat, dar materialul biologic se substituie cu 0,05 ml H,O
distilata. Calculul se efectueaza conform curbei de etalonare, construitd in baza dilutiilor
succesive ale solutiei standard stock de nitrit de sodiu si se exprima in umol/l ser sangvin sau
umol/g prot.

Dozarea nitrozotiolilor in materialul biologic s-a efectuat conform procedeului descris de
Wink D. A. et al. [210]. Metoda se bazeaza pe eliberarea oxidului nitric din nitrozotioli (RSNO)
in urma reactiei cu clorura de mercur. In continuare oxidul nitric reactioneazi cu
diaminonaftalena (DAN) cu formarea unei nitrozamine primare care este convertita rapid la un
triazol fluorescent, intensitatea caruia este direct proportionala cu cantitatea de RSNO si se
exprima in umol/l ser sangvin sau umol/g prot.

Pentru aprecierea statusului antioxidant au fost utilizate mai multe metode.
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Dozarea activitatii antioxidante totale (AAT) cu separarea fazelor - nepolara (hexanica) si
polara (izopropanolicd) s-a efectuat conform procedeelor descrise de [45, 228] in modificatia
noastra [11, 12]. Metoda se bazeaza pe prelucrarea probei de cercetat cu amestec de solventi
organici, separarea fazelor nepolara (hexanicd) si polara (izopropanolica) si determinarea
ulterioara a descresterii absorbantei solutiei colorate ce contine radicalul cationic 2,2 -difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) la distrugerea acestuia sub actiunea antioxidantilor ce se contin in proba
biologica.

Tehnicd de lucru. Intr-o eprubetd biologica se toarnd 0,1 ml material biologic, se adauga 3
ml de amestec hexan-izopropanol (1:1) si se agita viguros la un vortex 2-3 min. Se
centrifugheazd 10 min la 3000 tur/min. Supernatantul se transferd in altd eprubetd, iar la
sediment se adauga incd 4ml de amestec hexan-izopropanol (1:2) si se amesteca viguros. Se
centrifugheazd 10 min la 3000 tur/min. Supernatantul se transferd in eprubeta cu supernatantul
precedent si in ea se adauga 2 ml sol.0,05M HCI. Se amesteca la vortex 2-3 min si se asteapta
pana la separarea fazelor. Faza hexanica (superioard), ce contine substantele lipidice nepolare, se
transfera in alta eprubetd. La faza izopropanolica, ce contine substantele lipidice polare, se
adauga 1g praf de NaCl. Se amestecd viguros si se asteapta sa se sedimenteze cristalele de NaCl.
In 2 cuve spectrofotometrice se pipeteaza cate 0,1 ml de extract hexanic si izopropanolic al
materialului biologic si se suplimenteaza 2 ml de solutie 0,004% de 2,2"-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH). Se masoara descresterea absorbantei solutiei (Ag_A;) timp de 10 minute la 517 nm fata
de solutia de hexan sau izopropanol. Calculul se efectueaza dupa curba de calibrare construita in
baza dilutiilor succesive ale solutiei standard de DPPH si se exprima in umol/l ser sangvin sau
umol/g prot.

Determinarea activitatii antioxidante totale (AAT) prin metoda cu ABTS s-a efectuat
conform procedeului descris de [171] cu modificarile noastre [12]. Metoda se bazeaza pe
degradarea radicalului 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolind 6 sulfonat (ABTS) la interactiunea
acestuia cu compusii testati cu proprietdfi antioxidante si masurarea descresterii absorbantei la
734 nm.

Determinarea activitatii antioxidante totale (AAT) prin metoda CUPRAC s-a efectuat
conform procedeului descris [45]. Metoda CUPRAC (Cupric lon Reducing Antioxidant
Capacity) — capacitatea antioxidantd de reducere a ionului de Cu este o metoda noud care se
bazeazd pe capacitatea de captare a radicalului hidroxil — OH. Metoda permite evaluarea

antioxidantilor hidrosolubili si se exprima in pmol/l ser sangvin sau umol/g prot.
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Determinarea activitatii superoxiddismutazei (SOD) se efectueaza conform procedeelor
descrise [228, 238] dupa modificarile noastre [11, 12]. Principiul micrometodei elaborate se
bazeaza pe capacitatea enzimei de a inhiba reducerea sarii de nitroblue tetrazoliu (NBT) in
formazan (produs colorat), cantitatea caruia se estimeaza prin spectrofotometriere la 540 nm.

Tehnicd de lucru. Intr-o eprubetd Eppendorf se toarnd 0,1 ml material biologic, se adauga
0,045 ml amestec etanol-cloroform 2:1 si 30 mg KH2PO4, se agita bine si se centrifugheaza 5
min la 5000 tur/min. Apoi in godeurile microplacii cu 96 alveole se toarna cate 0,01 ml
supernatant transparent si 0,2 ml mediu de incubare (0,033 mmol EDTA, 0,41 mmol NBT, 0,01
mmol fenazinmetasulfat in solutie-tampon fosfat 0,1 M cu pH 7,8). Proba martor se monteaza ca
si proba de cercetat, dar materialul biologic se substituie cu 0,1 ml H,O distilatd. Se masoara
absorbanta initiala - Ao la 540 nm. Se adauga 0,025 ml sol. 0,8 mmol NADHj, se incubeaza timp
de 5 min la 37°C si apoi se inregistreaza absorbanta A; la 540 nm. Se determina diferenta intre
valorile A inregistrate la prima si la cea de-a doua masurare (AAexy = A1 - Ag). Calculul se

efectueaza dupa formula 3:

un.conv.

AA. %100
oD = {100 _ A“p—x}wo

artor

©)

unde:

AAexp — variatia absorbantei probei de cercetat timp de 5 min;
A Apartor - variatia absorbantei probei martor timp de 5 min.

Activitatea enzimei se exprima in unitdti arbitrare (conventionale). O unitate este definita
ca acea cantitate de enzima care provoaca inhibarea reducerii sarii de NBT cu 50%.

Determinarea activitatii catalazei se efectueaza conform procedeului descris de Koposrok
M. A. si coaut. [231] dupa modificarile noastre [11, 12]. Micrometoda elaborata se bazeaza pe
descresterea absorbantei la 410 nm a solutiei de H,0O, in urma distrugerii acesteia sub actiunea
catalazei din proba de cercetat.

Tehnica de lucru. Materialul biologic (0,01 ml ser diluat de 10 ori sau omogenat tisular
diluat de 100 ori) se amesteca cu 0,18 ml sol. 0,03% H,0.. in probele martor in loc de H,O; se
adauga aceiasi cantitate de apa distilatd. Paralel se pregatesc 3 probe paralele de referinta, care
contin numai HyO, si apa distilata. Se incubeaza 10 min la 37°C, se adauga 0,10 ml solutie de
4% molibdat de amoniu si se masoara absorbanta A la 410 nm. Se calculeaza diferenta intre
absorbanta probei de referintd si celei experimentale. Activitatea enzimatica se exprima in

umol/s | ser sangvin sau nmol/s'g proteina.
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Dozarea glutationului total se efectueaza conform procedeului descris de Akerboom T. P.
and Sies H. [37] dupa modificarile noastre [11, 12].

Tehnica de lucru. Materialul biologic (0,1 ml ser sangvin, sau 100 mg tesut se amesteca cu
0,9 ml sol 5% acid tricloracetic ce contine 0,1 mM EDTA), se centrifugheaza, iar supernatantul
transparent poate fi pastrat in eprubete Eppendorf la -40°C pana la 30 zile. Mediul de reactie
contine 50 pl supernatant diluat de 100 ori si 150 upl reagent de reciclare [se pregiteste ex
tempore: la 20 ml 0,1M K-fosfat ce contine 1 mM EDTA (pH 7,5) se adaugda 6 mg NADPH, 2
mg DTNB (acid 2-nitrobenzoic) diluat in 1,0 ml DMSO si 50 ul GR (0,64 U/ml)], se agita 15 s,
apoi se masoara absorbanta initiald (A1) la 405 nm. Peste 5 min se masoara A;si se calculeaza
AA = Ar-A.

Calculul se efectueaza dupa curba de calibrare care se construieste in baza dilutiilor
succesive ale solutiei standard 10 mM GSH si se exprima in pmol/l ser sangvin sau pmol/g prot.

Determinarea activitatii glutationreductazei (EC 1.6.4.2) se efectueaza conform metodei
descrisd de Kynuuckuii B. W. et al. [234] dupa modificarile noastre [11, 12]. Micrometoda
elaboratd se bazeaza pe capacitatea enzimei de a reduce glutationul oxidat in glutation forma
redusid. Concomitent are loc reactia de oxidare a coenzimei NADPH, ceea ce duce la
discresterea absorbtiei la 340 nm si coreleaza cu activitatea enzimei.

Tehnica de lucru. Materialul biologic (0,02 ml ser sangvin, omogenat tisular), se amesteca
cu 0,1 ml mediu de incubare [0,05 M K—fosfat, 1 mmol EDTA (pH 7,5), 0,1 mmol NADPH]. Se
agita 15 s si se lasd 5 min la 37°C. Se toarna 0,1 ml sol. 2 mM glutation oxidat (G-S-S-G). Se
masoara absorbanta Ap la 340 nm. Peste 3 min se masoara A; si se calculeazda AA min.
Activitatea enzimei se calculeaza, reiesind din coeficientul molar de absorbtie al NADP-ului (la
37°C si 340 m € = 6,22 pmol.cm™) si se exprima in pmol/s| ser sangvin sau pmol/sg prot.

Determinarea activitatii glutationperoxidazei (EC 1.11.1.9) se efectueaza conform
procedeului descris de Kymuuckuii B. U. et al. [234] dupa modificarile noastre [11, 12].
Micrometoda elaborata se bazeaza pe capacitatea enzimei de a oxida peroxidul de hidrogen
(H202), iar glutationul redus este folosit ca donor de electroni. Glutationul oxidat (GSSG),
produs dupa reducerea H202 este reciclat la starea sa redusa de catre glutation reductaza si
NADPH. Concomitent are loc reactia de oxidare a coenzimei NADPH, ceea ce duce la
discresterea  absorbtiei la 340 nm si coreleazd cu activitatea enzimei in
proba de cercetat.

Tehnica de lucru. Materialul biologic (0,02 ml ser sangvin sau omogenat tisular) se
amesteca cu 0,160 ml reagent de lucru (0,1 M K—fosfat, 2 mM EDTA cu pH 7,5, 10 mM NaNg3 si
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1 mM NADPH), apoi se suplimenteaza cu 0,02 ml sol. 2,5 mM H,0,. Se agita 15 s si se masoara
absorbanta Ag la 340 nm. Peste 3 min se masoara A;. Se calculeaza AA min. Activitatea enzimei
se calculeaza, reiesind din coeficientul molar de absorbtie al NADP-ului (la 37°C si 340 nm ¢ =
6,22 umolem™) si se exprima in pmol/s1 ser sangvin sau pmol/sg prot.

Determinarea activitatii glutaredoxinei se efectueaza conform procedeului descris de
Collinson E. J., Grant C. M. [66] dupa modificarile noastre [12]. Micrometoda elaborata se
bazeaza pe capacitatea enzimei de a reduce hidroxietil disulfidul (HED), iar glutationul redus
este folosit ca donor de electroni. Glutationul oxidat (GSSG), produs dupa reducerea HED este
reciclat la starea sa redusa de catre glutation reductaza si NADPH. Concomitent are loc reactia
de oxidare a coenzimei NADPH. Rata de scadere a absorbtiei la 340 nm este direct proportionala
cu activitatea activitatea enzimei in proba de cercetat.

Tehnica de lucru. Mediul de incubare contine 160 pl amestec de reactie [0,1 M tris-HCI
(pH 8,0), 0,2 mM EDTA, 10% BSA, 0,035 umol NADPH, 0,1 mol GSH, 10 ul GR (0,6 mg/ml)
si 10 pl 0,07 M HED (hidroxietil disulfid]. Dupa 3 min de preincubare se adauga 0,02 ml
material biologic. Se agitd 15 s si se masoara absorbanta Ag la 340 nm. Peste 3 min se masoara
absorbanta A; Se calculeaza AA min. Activitatea enzimei se calculeaza, reiesind din coeficientul
molar de absorbtie al NADP-ului (la 37°C si 340 nm & = 6,22 umolcm™) si se exprima in
umol/sl ser sangvin sau umol/s'g prot.

Dozarea activitatii  glutation-S-transferazei (EC 2.5.1.18) se efectuecaza conform
procedeului descris de Habig W. H. si coaut. [97] dupa modificarile noastre [11, 12].

Micrometoda elaborata se bazeaza pe capacitatea enzimei de a cataliza reactia de conjugare
a glutationului redus (GSH) si compusul 1-clor-2, 4-dinitrobenzen (CDNB), ceea ce conduce la
cresterea absorbantei la 340 nm. Cresterea absorbtiei la 340 nm este direct proportionald cu
activitatea activitatea enzimei in proba de cercetat.

Tehnica de lucru. Materialul biologic (0,02 ml ser sangvin, omogenat hepatic, lizat
eritrocitar) se amesteca cu 170 pl 0,1 M K-fosfat (pH 6,5) ce contine 1,0 mM (GSH). Se adauga
10 ul 10 mM 1-clor 2,4 dinitro-benzen (CDNB), se masoara absorbanta Ao la 346 nm. Peste 3
min se masoara Aj; Se calculeaza AA min. Activitatea enzimei se calculeaza, reiesind din
coeficientul molar de absorbtie al complexului CDNB cu GSH (¢ = 9,6 pmol cm™) si se exprima
in umol/s' ser sangvin sau umol/s-g prot.

Determinarea continutului de grupari tiolice ale proteinelor se efectueaza conform
procedeului descris de Ellman G. L. si Hu M. L. [76] dupa modificarile noastre [11, 12].

Micrometoda elaborata se bazeazad pe capacitatea gruparilor tiolice ale proteinelor de a reactiona
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cu compusul 5,5'-dithiobis-(acid 2-nitrobenzoic) (DTNB)), ceea ce conduce la cresterea
absorbantei la 412 nm, care este direct proportionala cu continutul de grupari tiolice in proba de
cercetat.

Tehnica de lucru. Proba de cercetat (0,020 ml proba diluata 1:1 cu sol. fiziologica) se
amesteca cu 0,2 ml sol. 8 M uree in 0,1 M tris — HCI (pH — 8,0) ce contine 1,0 mM 5,5-
dithiobis-(acid 2-nitrobenzoic) (DTNB). Se agitda 5 min la t° camerei Si apoi Se masoara
absorbanta A la 412 nm. Continutul de grupari tiolice se calculeaza, reiesind din coeficientul
molar de absorbtie al DTNB-ului ¢ = 13,6 pmol'cm™) si se exprima in pmol/l ser sangvin sau
umol/g prot.

Determinarea activitatii pseudocolinesterazei (EC 3.1.1.8) s-a efectuat cu setul standard
EliTech (Franta) conform instructiunilor anexate.

Determinarea citokinelor 1l-1b, IL-4, IL-6, IL-10, TNFa, TGFb, CTGF a fost efectuata cu
ajutorul kiturilor de analize mini-ELISA sandwich ale firmei PeproTech Company (USA)
conform instructiunilor anexate la kit. Metoda ELISA-sandwich pentru dozarea citokinelor se
bazeaza pe utilizarea anticorpilor anticitokinici de inaltd purificare (,,capture antibodies™), care
sunt adsorbiti necovalent (,,coated”) pe microplaci din plastic, si Sservesc pentru capturarea
specificd a citokinelor solubile din esantionul de material biologic. Dupd inlaturarea materialului
neatasat, citokinele fixate la microplaca reactioneaza cantitativ cu anticorpii anticitokinici
conjugati cu biotina (detection antibodies). In continuare acestea se leaga cu adivina marcati cu
peroxidaza din hrean. Dupa addugarea substratului cromogenic cantitatea produsului colorat se

determina prin spectrofotometriere la riderul cu microplaci.

2.3. Metodologia analizei statistice

Calculele statistice a datelor obtinute au fost efectuate cu ajutorl programelor
computerizate ,,StatsDirect” si ,,Statistica 6,0”. S-au calculat media aritmetica si eroarea mediei
(M*m). Pentru aprecierea diferentei semnificative dintre loturile comparate ai indicilor studiati
s-au utilizat testele statistice nonparametric ,,U Mann-Whitney”si ,,T-Student”. S-a determinat
pragul de semnificatie ,,p” (p<0,05) [226, 236].

2.4.  Concluzii la capitolul 2

1.  Studiile experimentale pe animale de laborator sunt folosite pe larg in cercetarile stiintifice

contemporane, ele fiind un instrument de acumulare a cunostintelor in domeniul
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biomedical, dat fiind faptul ca exista numeroase procese patologice, compusi bioactivi ce
nu pot fi cercetati direct pe subiectii umani.

2.  Cercetarile actuale asupra proceselor patologice recurg adesea la metode de modelare
experimentala a acestora in vitro, obtinand avantajul unor explorari la nivel de celule si
sisteme enzimatice, fapt ce contribuie la elucidarea mecanismelor patogenice moleculare
ale unor maladii si la aparitia unor noi directii de tratament.

3.  In vederea atingerii scopului si obiectivelor cercetirii metodele de studiu au fost adaptate si
optimizate pentru dozarea indicilor imunobiochimici in divers material biologic: singe,
tesut hepatic, lienal si maduva osoasa.

4. Modificarile propuse de noi au permis de a simplifica procedeul analitic, de a micsora
chieltuielile de reactivi costisitori si timpul de efectuare a analizelor prin procesarea
concomitenta a unui numar mare de probe biologice si de a mari reproductibilitarea si
precizitatea micrometodei de determinare.

5. Metodele descrise in acest capitol vor permite de a efectua:

e cvaluarea la un nivel stiintific aprofundat a mecanismelor pato-imunobiochimice care
stau la baza dezvoltarii hepatopatiei toxice si a ID experimentale in vivo;

e testarea influentei polizaharidelor sulfatate din spirulina (PSS) si a unor remedii de
origine cianobacterianda ce contin PSS si diverse principii bioactive asupra homeostaziei
imunobiochimice la modelarea hepatopatiei toxice induse de CCly si ID, indus prin administrarea
ciclofosfanului;

e clucidarea particularitatilor indicilor imunobiochimici la persoanele sanatoase si la
pacientii cu astm bronsic la actiunea polizaharidelor sulfatate din spirulind (PSS) si a unor

remedii de origine cianobacteriana ce contin PSS si diverse principii bioactive in vitro.
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3. INFLUENTA PSS ASUPRA INDICILOR IMUNOBIOCHIMICI iN NORMA
SI HEPATOPATIA TOXICA INDUSA DE CCly

Pentru aprecierea eficientei utilizarii remediilor cianobacteriene in leziunile ficatului,
precum si in scopul elucidarii mecanismelor lor de actiune asupra activitatii vitale a organismului
este necesara o studiere aprofundata a influentei lor asupra multiplelor aspecte ale homeostaziei
diverselor organe si sisteme. In acest scop am intreprins studierea PSS la administrarea in
experiente pe sobolani prin determinarea diferitor constituenti biochimici celulari ai

metabolismului ficatului, precum si a indicilor hematologici ai sangelui periferic.

3.1 Influenta PSS asupra indicilor sangvini

Cuantificarea parametrilor sangvini reprezinta primul pas in evaluarea homeostaziei
hematologice in diagnosticul diverselor afectiuni hematologice si nonhematologice.

Rezultatele studiului privind influenta polizaharidelor sulfatate de origine cianobacteriand
(PSS) asupra indicilor sangvini in conditii fiziologice si in hepatopatia toxicd (HT) indusa de
CCL[27] sunt expuse in statistica tabelelor 3.1 si 3.2.

Cercetarile efectuate demonstreaza ca in conditii fiziologice administrarea PSS nu conduce
la careva modificari ale indicilor eritrocitari. La animalele cu hepatopatie toxica indusa de CCl,
numarul de eritrocite (RBC) nu se modifica, iar continutul de hemoglobina (Hb) scade veridic cu
7% fata de indicii inregistrati in lotul martor. Medicatia hepatopatiei toxice induse de CCl. cu
PSS, conduce la cresterea numarului de eritrocite (cu +10%) si normalizarea concentratiei de
hemoglobina.

S-a constatat, cd In hepatopatia toxicd are loc o tendintd slabd de reducere a raportului
eritro-plasmatic (HCT), iar tratamentul cu PSS conduce nu numai la normalizarea, dar si la
cresterea veridica a nivelului acestui parametru cu 9% fata de lotul de animale cu CCl.. Acest
fapt se afla in concordanta cu datele privind cresterea numarului de RBC si Hb sub influenta
tratamentului cu PSS comparativ cu patologia netratata.

Volumul eritrocitar mediu (MCV) este un indice util pentru diagnosticarea anemiilor si
contureazi mecanismul fiziopatologic al afectirii eritrocitare. Imbinat cu ceilalti indici
eritrocitari, permite depistarea precoce a originii stdrilor anemice. MCV depinde de
osmolaritatea plasmaticad si numarul diviziunilor eritrocitare, modificate de actiunea noxei
exogene la modelarea HT. Analiza rezultatelor obtinute demonstreaza, ca MCV si hemoglobina

eritrocitara medie (MCH) scade autentic fatd de valorile martorului la modelarea HT, totodata
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aceste devieri continui sa persiste si dupa administrarea tratamentului cu PSS (tab. 3.1). In datele

obtinute MCH coreleaza direct cu MCV, ca si In majoritatea anemiilor, astfel anemiile

microcitare sunt de obicei hipocrome.

Tabelul 3.1. Indicii sangvini la sobolani cu hepatopatie toxica indusa de CCly
si sub influenta polizaharidelor sulfatate

. . Loturi experimentale
Indicii sangvini
Martor PSS cCl, CCl+PSS
L 822:0207 | 830:028 | 8.13%0.13 | 9.01%0.13
RBC, 11071 (100%) (101%) (Q9%) | (110%)*#&&&
o, gl 145.723.70 | 147.004.42 | 134.822.67 | 148.5:1.64&&

! (100%) (101%) (93%6)*+# (102%)
e 0.45520.016 | 0.45120.012 | 0.42220,009 | 0,4650,006
! (100%) (99%) (93%) (102%)&&
eV 54.65:0.43 | 54465082 | 51.88:031 | 51.58£0.59
! (100%) (100%) | (95%)***# |  (94%)**
MCH. pg 17.65:0.19 | 17,7320.23 | 16,5820.14 | 1649023
! (100%) (100%) | (94%)**## | (93%)**##
32455306 | 325.6:234 | 31941204 | 319.062.39

MCHC, o/ (100%) (100%) (98%) (99%)
oW 31,78£1.36 | 30.50£1.21 | 31.61=1.25 | 31.26:0.88

! (100%) (96%) (99%) (98 %)
eveaite. 110°! 448:031 | 6.152052 | 5242049 | 618032
! (100%) (137%)* (117%) (1389%)**
g%“ffc:?eofr?:;‘:::sg 2874030 | 413047 | 412+092 |  3.65:023

10 | (100%) (144%)* | (143%)* (127%)

Nota: Veridicitatea statistica fata de de lotul-martor, * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
fatd de lotul-PSS: # — p < 0,05; ## — p<0,01; fatd de lotul-CCly: &&— p<0,01; &&& — p<0,001.

Concentratia corpusculard medie a hemoglobinei (MCHC) ce constituie raportul dintre
masa de hemoglobina si volumul de eritrocite, in HT i tratamentul ei cu PSS practic nu
influenteaza asupra acestui indice, MCHC mentinandu-se la aceleasi valori caracteristice pentru
lotul martor (tabelul 3.1).

Curba Price-Jones, care indica amplituda distributiei eritrocitare (RDW) la modelarea HT
si dupa medicatia cu PSS nu se modifica, parametrul in cauza mentinandu-se la valori normale
comparativ cu lotul martor. Astfel, caracteristicile calitative eritrocitare sunt putin influentate de

remediul testat.
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Datele expuse demonstreaza, cd administrarea PSS atit la animale intacte, cit si la tratarea
HT, conduce la cresterea statistic veridica, mai mult de 1,3 ori (+37% si, respectiv +38%) a
numarului de leucocite (WBC). In lotul cu HT indusi de CCI, se atestd o crestere statistic
neveridica a numarului de leucocite cu 17%.

S-a observat ascensiunea numarului absolut de celule mononucleare (limfocite + monocite)
— celor mai importante celule imunocompetente la administrarea PSS animalelor intacte cu 44%
(p<0,05) si in HT cu 43% (p<0,05) comparativ cu indicii martorului cu tendinta de descrestere in
lotul CCI.+PSS (-16%) fata de patologia netratata.

Influenta PSS asupra formulei leucocitare in conditii fiziologice si la animalele cu HT este

prezentata in tabelul 3.2.

Tabelul 3.2. Influenta polizaharidelor sulfatate asupra formulei leucocitare in norma
si la sobolani cu hepatopatia toxica indusd de CCly

- . Loturi experimentale
Indici sangvini
Martor PSS CCly CCl4+PSS
Neutrofile 38,67+1,43 | 38,88+0,74 | 54,5+0,78 47,5+0,71
segmentate, % (100%) (100%) | (141%) 7 | (1230)  #H&&&
Neutrofile nesegmentate,% 1,020,1 1’4i0’i* 1’38i0’1*§ 1’2%0’1?
’ (100%) (140%) (138%) (129%)
Eozinofile. % 1,34+0,21 1,29+0,18 1,5+0,19 1,5+0,34
’ (100%) (96%) (112%) (112%)
Bazofile. % 1,6+0,4 1,43+0,30 2,29i0,1*§ 1,17+0,17
’ (100%) (89%) (143%) (730%)%&&
Limfocite. % 49,67+1,52 | 49,25+0,94 31,38ﬂ:9,46 40i()*,78
' (100%) (99%) (63%) (819%) **&&
Monocite. % 7,83+0,31 | 8,63%+0,50 9,2510,2*1 9,3810,?3
’ (100%) (110%) (118%) (120%)
Celule tinere
(normocite bazofilice, 0 1,240,277 | 1,540,57 | 1,67+0,34"
promegacariocite, mielocite, (120%) (150%) (167%)
metamielocite, plasmocite), %

Nota: Veridicitatea statistica fata de lotul-martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;

fata de lotul-PSS: # — p<0,05; ## — p<0,01; ### — p<0,001;
fata de lotul-CCly: && — p<0,01; &&& — p<0,001.

Neutrofilele (granulocitele polimorfonucleare neutrofile) joaca un rol major in apararea

antiinfectioasa primard a organismului prin fagocitarea si1 digestia microorganismelor, iar
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activarea lor necorespunzatoare poate duce la lezarea tesuturilor normale ale organismului prin
eliberarea de enzime si agenti piogeni.

In conditii fiziologice administrarea PSS produce majorarea cu 40% (p<0,01) a
neutrofilelor nesegmentate, precum si aparitia celulelor tinere (normocite bazofilice,
promegacariocite, mielocite, metamielocite, plasmocite), ceea ce evident se datoreaza capacitatii
acestui remediu de activare a mielopoiezei. In cazul intoxicatiei cu CCly, este evidenti
ascensiunea procentajului atit a neutrofilelor segmentate (+41% fatd de lotul-martor), cit si a
celor nesegmentate (+38% fata de lotul martor) si tendinta spre diminuare a acestor indici la
tratarea HT cu PSS.

Luind 1n consideratie prezenta in toate loturile de studiu a leucocitozei, neutrofiliei si
aparitia formelor tinere ale granulocitelor — mielocite si metamielocite, putem vorbi despre
existenta deviatiei regenerative spre stdnga, ceea ce demonstreaza capacitatea maduvei osoase de
a produce celulele seriei granulocitare pentru eliminarea focarului de inflamatie.

Indicele eozinofilic, important in starile alergice si in evolutia inflamatiei, este slab
influentat de PSS. Procentul de eozinofile scade nesemnificativ la administrarea PSS animalelor
intacte. In HT indusa de CCl, si la tratarea acestei patologii cu PSS se inregistreazi o tendinta de
crestere statistic nesemnificativa a eozinofilelor [27].

Continutul procentual al bazofilelor (granulocitele bazofile) scade nesemnificativ la
administrarea PSS animalelor intacte. In intoxicatia cu CCl, acest indice creste veridic (+43 %)
atat fatd de lotul martor, cat si fatd de lotul de animale intacte tratate cu PSS. Procentul
bazofilelor scade veridic cu 26% dupa tratamentul HT cu PSS in comparatie cu patologia
netratata (p<0,01). Luand in consideratie faptul ca granulocitele bazofile reprezinta o sursa
importantd de histamind, heparina, factori de activare §i agregare a trombocitelor etc., aceste
celule influenteazd procesele de hemostaza, inflamatiile alergice de tip imediat si Intarziat si alte
fenomene imune si inflamatorii.

Cercetarile efectuate indica la o diminuare esentiala (cu 37%) a procentului de limfocite la
animalele cu HT fata de valorile martorului, fapt ce poate fi interpretat drept instalarea in acest
caz a unei stari de imunodeficientd. Tratamentul cu PSS conduce la cresterea veridica (cu 18%) a
raportului procentual de limfocite fata de patologia netratatd. Acest fapt indica la efectul
imunomodulator, imunostimulator evident al acestui remediu. Totodsata, in conditii fiziologice
administrarea PSS nu influenteaza asupra continutului procentual de limfocite.

S-a constatat aparitia monocitozei in toate loturile de studiu, statistic semnificativa doar la

animalele cu HT experimentala (+18%) si la tratarea patologiei cu PSS (+20%), fapt important,
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deoarece aceste celule au rol in indepartarea particulelor straine si celulelor moarte sau alterate,
reglarea functiilor altor celule, procesarea si prezentarea de antigene in reactiile immune. Aceste
celule, deasemenea, participa in diferite reactii inflamatorii etc., producind numerosi factori
bioactivi: enzime, factori ai complementului, factori de coagulare, specii reactive de oxigen si
azot, factori chemotactici, citokine, factori de crestere, etc.

Astfel, pentru prima data s-a stabilit ca in HT indusa de CCl, PSS amelioreaza indicii
cantitativi ai eritropoezei manifestate prin aparitia normocitelor bazofilice in singele periferic,
cresterea numarului de eritrocite, normalizarea concentratiei de hemoglobina si a hematocritului,
important pentru reducerea hipoxiei tisulare, si respectiv, a necrozei si apoptozei celulare.

Datele obtinute indica la proprietatea imunomodulatoare si capacitatea PSS de a influenta
reactiile imune de aparare in HT, manifestate in formula leucocitara prin neutrofilie, monocitoza,
scaderea importantda a procentului de bazofile si tendinta spre restabilire a indicelui relativ
limfocitar.

Intensificarea leucopoiezei si limfopoiezei se manifestd prin leucocitoza si limfocitoza
absoluta, neutrofilie nesegmentata relativa si aparitia formelor tinere ale granulocitelor in singele
periferic atit la animale intacte, cit si la tratarea HT [25].

Deci, PSS influenteaza pozitiv asupra indicilor hematologici ai sangelui periferic, fapt ce
justifica utilizarea acestui remediu pentru prevenirea si/sau reducerea deteriorarilor in sistemul

hematopoietic si corectia dereglarilor imuno-metabolice caracteristice patologiilor hepatice.

3.2. Influenta PSS asupra mediatorilor inflamatiei si factorilor profibrotici, constituentilor

matricei extracelulare hepatice, functiei proteosintetice a ficatului

Un rol important in patogenia bolilor de ficat, dupa cum se stie, il joaca citokinele pro- si
antiinflamatorii si factorii profibrotici si angiogenici [83, 91, 94, 191]. Citokinele proinflamatorii
sunt implicate in inducerea caii eicosanoizilor si productia hepatica de circa 30 proteine ale fazei
acute, iar pentru a investiga eficienta diferitor remedii medicamentoase poate fi folosita
modelarea hepatopatiei toxice pe animale de laborator.

Cu toate acestea, pana in prezent, cercetarea in vivo a influentei PSS asupra nivelului
citokinelor si factorilor profibrotici — TNF-a, TGF-B si CTGF la modelarea HT indusa de CCly
nu a fost realizata. Cele mentionate certifica necesitatea studierii citokinelor proinflamatorii si a
markerilor fibrogenezei in hepatopatii si la remedierea acestora cu preparate medicamentoase de

origine cianobacteriana.
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Rezultatele de evaluare a nivelului citokinei proinflamatorii TNF-a, factorilor de crestere

TGF-p si CTGF in serul sangvin in HT si la administrarea PSS sunt reflectate in tabelul 3.3.

Tabelul 3.3. Nivelul citokinelor in serul sangvin (pg/ml) in hepatopatia toxica
indusa de CCly si la administrarea PSS

Loturi Indicii studiati
experimentale TNF-a, TGF-B, CTGF,
Martor 76,4498 96,2+21.4 25624302
(100%) (100%) (100%)

ol 138,134 2 293.1+52.5 532.8+86.2
(181%)* (305%)* (208%)*

11252297 | 2068317 | 348,1£79.7

CCl#PSS (147%) (215%)** (136%)**

Nota: Veridicitatea statistica fata de lotul-martor: a) * — fata de lotul martor, p<0,05;
b) * - fata de lotul cu patologia modelata, p<0,05.

in baza explorarilor noastre constatam, ca in HT indusa de CCly nivelul markerilor
inflamatiei si fibrogenezei — TNF-a, TGF-B si CTGF este de 2-3 ori mai crescut comparativ cu
concentratiille acestora in grupul animalelor intacte. Concentratia sericd a citokinei
proinflamatorii TNF-a s-a majorat pana la 138,1+34,2 pg/ml, cea a TGF-p — pana la 293,1+52,5,
iar valorile CTGF au crescut pand la 532,8+86,2, fatd de indicii respectivi ai martorului —
76,4+9,8 pentru TNF-a, 96,2+21,4 pentru TGF-B si 256,2+30,2 pentru CTGF. Astfel, continutul
seric al citokinei proinflamatorii TNF-a creste important, pana la 138,1434,2 pg/ml, depasind de
1,8 ori, cel al TGF-B —de 3 ori, iar valorile CTGF — de 2 ori indicii martorului.

Concentratiile TNF-a, TGF- si CTGF inregistrate in aceste loturi de animale se afld in
concordantd cu datele unor autori, care au depistat valori crescute ale citokinelor mentionate in
inflamatie si fibroza hepatica indusa de diferiti agenti [58, 204].

Este cunoscut faptul, ca TGF-B declanseaza expresia mai multor proteine ale MEC,
deasemenea, induce apoptoza hepatocitelor si inhiba proliferarea celulelor parenchimatoase.
TGF-B insasi sau Tmpreuna cu TNF-o poseda activitate fibrogenica, ele fiind implicate in
procesele de proliferare a celulelor hepatice stelate (CSH), precum si in conversia lor fenotipica
in celule de tipul miofibroblastelor, rezultdnd cu rate sporite de sintezd a constituentilor MEC,
fapt ce asigura persistenta inflamatiei si fibrogenezei in maladiile hepatice [58, 133, 134].

Din datele incluse in figura 3.1 reiese ca, la administrarea PSS nivelul citokinelor studiate
scade in raport cu patologia netratata, insa valorile inregistrate nu atingeau cele caracteristice
martorului.

77



600 pg/ml 208%

400
300
200 181%

100% S 147% 100%
"l

TNF-a TGF-B CTGF

M Martor WCCl4 wWCCl4 + PSS

Figura 3.1. Modificarile nivelului citokinelor serice in hepatopatia toxica
indusa de CCly si la administrarea PSS (in %)
Nota: Axa 'Y — concentratia in %; axa X- grupurile de studiu. Veridicitatea statistica: a) * — fata
de lotul martor, p<0,05; b) *— fatd de lotul cu patologia modelatd, p<0,05.

In consecinti, medicatia cu PSS inlesneste atenuarea cresterii TNF-a cu 81%, TGF-B cu
71% si a CTGF cu 65% in comparatie cu lotul de animale cu HT indusd cu CCly. Desi valorile
serice ale citokinelor s-au redus, nivelul lor a ramas crescut fata de norma. Continutul TNF-a
depasea cu 47% (p<0,05), cel al TGF-B a ramas crescuta cu 115% (p<0,05), iar CTGF depasea
indicii normali cu 36% (p<0,05) [192].

Astfel, in baza cercetarilor efectuate putem rezuma cd, PSS manifesta un efect terapeutic
evident manifestat prin capacitatea sa de a diminua exacerbarea nivelului factorilor
proinflamatori si profibrotici in modelul de HT indusa de CCl,s. Conform unor studii, PSS pot
activa anumiti receptori de semnalizare, cum ar fi TLR-4, iar acestea conditioneaza declansarea
raspunsului imun Innascut prin activarea mecanismelor de expresie a unui sir de gene
responsabile de producerea citokinelor efectoare [145].

Un mecanism posibil de actiune al PSS ar putea fi inhibarea translocarii nucleare a
factorului nuclear de transcriptie kB (NF-kB), responsabil de sinteza citokinelor proinflamatorii.
Nu este exclus ca PSS are capacitatea de a reduce expresia genelor pro-inflamatorii si factorilor
de crestere prin modificari epigenetice precum deacetilarea histonelor, ceea ce scade nivelul de
transcriere a acestor gene, mecanism descris de unii autori [206]. Pe de alta parte, PSS ar putea
determina supresia celulelor hepatice stelate (CSH), adica inhibitia proliferarii acestor celule.
Aceasta supozitie se afla in concordanta cu rezultatele unor autori care au stabilit ca deteriorarea
hepatocitelor si activarea CSH sunt evenimente-cheie in fibroza hepatica indusa de CCly, iar
fucoidanul, o polizaharida sulfatata extrasa din algele brune, impiedicd moartea hepatocitelor

indusa de CCly si inhiba proliferarea CSH. Autorii considera cd fucoidanul ar putea fi un agent
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promitator anti-fibrotic posedand functii duble, si anume, protectia hepatocitelor si inhibarea
proliferarii CSH [99].

Astfel, PSS manifestd proprietati antifibrotice, iar mecanismul ar putea fi reducerea
expresiei TGF-B1 si CTGF si inhibarea proliferarii CSH. Aceste constatari sugereaza ca PSS
poate fi un un remediu promitator pentru tratamentul fibrozei hepatice.

Studiul efectuat releva ca in HT indusd de CCly se produce o acumulare sugestiva de
colagen (cu 25%, p<0,05), fapt confirmat si prin acumularea unei cantitati importante de
hidroxiprolina (HP) in tesutul hepatic, ce depasea aproape dublu valorile lotului martor. La
administrarea PSS constatim tendinta de micsorare a cantitatii de colagen (p>0,5) si reducerea
veridica a continutului de HP, comparativ cu lotul animalelor cu patologia netratata, dar care nu

atingea nivelul martorului (figura 3.2, A).
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Figura 3.2. Modificarile continutului colagen si hidroxiprolina (HP) [A] si ale nivelului de acizi
uronici [B] in hepatopatia toxica indusa de CCl, si la administrarea PSS (in %).
Nota:A) axa Y — concentratia in %; axa X- grupurile de studiu. B) axa Y — concentratia in %; axa
X - grupurile de studiu; * — diferente semnificative fata de lotul martor — p<0,05; # - fata de
lotul CCl, — p<0,05.

In HT indusi de CCly se produce cresterea importanti a nivelului de GAG sulfatati in serul
sangvin, iar medicatia cu PSS contribuie la reducerea nesemnificatita a continutului acestora,

care continuau sa depaseasca valorile lotului martor (figura 3.2).
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Figura 3.2. Modificarile nivelului de glucozaminoglicani (GAG) sulfatati in serul sangvin in
hepatopatia toxica indusa de CCly si la administrarea PSS (in %).
Nota: axa Y — concentratia in %; axa X- grupurile de studiu; * — diferente semnificative fata de
lotul martor: p<0,05.

In asa mod, PSS atenueazi fibroza hepatici, fapt care se manifestd prin reducerea
semnificativa a continutului de hidroxiprolina, cat si tendinta de reducere a nivelului de colagen,
acizi uronici $1 GAG sulfatati in comparatie cu patologia netratata.

In rezultatul cercetdrii s-a constatat, ca in HT indusa de CCl, are loc reducerea nivelului de
proteine totale serice cu 18% (p<0,05) fatd de valorile martorului, fapt ce reflectd concludent
existenta tulburarilor in biosinteza proteica in ficat in rezultatul afectarii pasrenchimului hepatic
si dereglarii functiilor hepatocitelor. Tratamentul HT cu PSS induce o crestere nesemnificativa a
concentratiei de proteine totale serice, atat fatd de lotul cu patologica netratata, cat si fata de lotul
de animale intacte cdrora li s-a administrat PSS, dar care erau inferioare martorului (p<0,05).

Se observa o tendinta slaba de crestere a albuminei serice la administrarea PSS animalelor
intacte comparativ cu martorul si o diminuare neimportantd la modelarea HT cu CCly. Medicatia
HT cu PSS conduce la normalizarea concentratiei albuminei serice (figura 3.3).

Analiza rezultatelor cercetarii demonstreaza, cd PSS in conditii fiziologice manifestd o
tendintd de diminuare a valorilor SN cu 19% (p>0,05). S-a stabilit, de asemenea, ca atat in HT,
cat si la medicatia acesteia cu PSS, indicii SMMM si SN au o tendinta statistic neconcludenta de
majorarea a valorilor lor.

Dupa cum se stie, ficatul sintetizeaza atat proteine proprii hepatocitelor, necesare in
procesul de regenerare si reparatie, cat si proteine serice — albumine, globuline, cu exceptia
fractiei gama, lipoproteine (VLDL, HDL), ceruloplasmina, pseudocolinesteraza, etc. in
patologiile hepatice continutul acestor compusi scade esential, fapt ce se explica prin reducerea
capacitdtilor de sintezd proteicd a parenchimului si/sau micsorarea numarului de hepatocite
implicate in acest proces.
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Figura 3.3. Influenta PSS asupra concentratiei de proteine totale si aloumine [A], continutului de
substante necrotice (SN) si de molecule cu masa moleculara medie (SMMM) [B]
in serul sangvin in conditii fiziologice si hepatopatia toxica indusa de CCly
Nota:A) axa Y — concentratia in g/l; axa X- grupurile de studiu. B) axa Y — concentratia in
un/conv.; axa X - - grupurile de studiu; * — diferenta statistic semnificativa fata de lotul martor:
p<0,05; ** — p<0,01;*** — <0,001; # — fata de lotul-PSS: p<0,05.

Diminuarea continutului de proteine totale si albumina in HT relevatd in studiile noastre
pot fi cauzate atdt de afectarea functiei proteosintetice ale ficatului, cat si de intensificarea
proceselor catabolice in organism la intoxicarea cu CCls. Tendinta de majorare a continutului de
albumine serice la administrarea PSS si normalizarea lor la medicatia HT cu acest compus se
datoreaza, probabil, insusirilor PSS de a intensifica functia proteosintetica a ficatului.

Astfel, rezultatele obtinute ne permit sa consideram, ca PSS are o actiune de remaniere
moderata asupra metabolismului proteic, atat in conditii fiziologice, cat si in HT [17, 31].

O importantd majora 1n aprecierea gradului de afectare a ficatului este atribuita
aminotransferazelor hepatice ALAT si ASAT, care realizeazd procesele de transaminare —
transferul reversibil al aminogrupelor de la aminoacizi la cetoacizi.

Rezultatele de evaluare a activitatii ALATsi ASAT in tesutul hepatic in HT indusa de
administrarea CCl, sunt reprezentate in figura 3.4.

In experientele noastre dezvoltarea procesului patologic in ficat s-a soldat cu deprimarea
activitatii ALAT st ASAT, care erau cu 41% si, respectiv, cu 75% mai inferioare (p<0,05) fata
de indicii respectivi ai martorului (figura 3.4).

Astfel, gradul de avansare a procesului patologic in ficat inregistrat in cercetdrile noastre a
fost caracterizat de o scadere severd a nivelului functional al aminotransferazelor in tesutul

hepatic.
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Figura 3.4. Influenta PSS asupra activitatii ALAT, ASAT si PCE in tesutul hepatic
in hepatopatia toxica indusd de administrarea CCly,
Nota: axa Y — activitatea iTn nmol.s./l; axa X — indicii studiati.
* — diferenta statistic semnificativa fata de lotul martor: p<0,05; ** — p<0,01;
" _ diferenta statistic semnificativa fata de lotul cu CCly: p<0,01.

Dereglarea proceselor de transaminare face imposibild transformarea reciproca a amino-
acizilor, in urma careia diminueaza sinteza proteinelor, in special, al continutului de proteine
totale si a albuminelor serice, modificari anterior relatate de noi.

Cura de tratament cu PSS nu reuseste sa restabileasca activitatea ALAT, nivelul functional
al enzimei mentinandu-se la valori reduse, similare celor inregistrate la animalele cu patologia
netratatd. Pe de altd parte, la animalele supuse medicatiei cu PSS remarcdm normalizarea
valorilor ASAT, ceea ce confirmd efectul pozitiv al remediului testat asupra parenchimului
hepatic. De mentionat ca ASAT se gaseste in hepatocite atat in citozol (60%), cat si in
mitocondrii (40%), iar ALAT are o localizare, exclusiv, citozolica.

Pentru a aprecia evolutia proceselor reparative sub actiunea PSS am considerat oportund
aprecierea activitatii pseudocolinesterazei (PCE), enzima de natura glicoproteica, sintetizata in
celulele parenchimale ale ficatului si care reflectd functia proteosintetica a ficatului.

In baza exploririlor noastre constatim, ci HT indusi de CCly provoacid o diminuare
veridica cu 43% (p<0,05) a activitatii PCE in raport cu valorile de referinta.

Hipoactivitatea PCE reflecta diminuarea capacitatilor de sinteza proteica a parenchimului
si/sau micsorarea numadrului de celule angajate in asigurarea acestei functii. De aceea, PCE poate
constitui un marcher pretios de apreciere, atat al severitatii leziunilor hepatice, cat si al starii
functionale ale ficatului.

Administrarea PSS animalelor cu HT indusd de CCly conduce la cresterea nivelului de

functionalitate a enzimei date in raport cu patologia netratata (figura 3.4). Asadar, in tesutul
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hepatic se produce o sporire a activitatii PCE, fapt datorat, probabil, amplificarii vitezei de
sinteza proteica comparativ cu lotul de animale fard medicatie. Sub influenta acestui preparat se
produce intensificarea proceselor de reparatie hepatica si, de asemenea, accelerarea proceselor de
diviziune a elementelor celulare parenchimale. Nu se exclude faptul ca, regenerarea tisulara
poate fi acompaniatd nu numai de amplificarea numarului de celule si sporirea masei totale a
tesutului, dar si de accelerarea vitezei de substituire a unor elemente celulare prin altele, adica de
intensificarea proceselor de renovare celulara [12, 96, 99].

Aceasta pune in evidentd nu numai faptul dependentei activitatii diferitor enzime de
intensitatea sintezei proteice in hepatocite, dar si faptul deruldrii concomitente a restabilirii
diferitor functii ale hepatocitelor. Un mecanism posibil de actiune al PSS ar putea fi supresia
proliferarii lipocitelor perisinusoidale, cat si capacitatea acestui remediu de a induce apoptoza lor
[85].

Astfel, efectele pozitive ale PSS au fost explicate pana la detalizarea minutioasd a
mecanismelor, ce realizeaza aceasta actiune. Pe aceastd bazd urmeaza sa fie determinate caile

investigatiilor ulterioare care ar permite dezvoltarea directiilor noi in tratamentul hepatopatiilor.

3.3  Modificarile indicilor metabolismului glucidic si a nucleotidelor adenilice

si influenta remediului PSS

Un rol important in evolutia afectiunilor toxice ale ficatului il joaca fenomenele de
distructie celulara si de modificare a permeabilitdtii celulare. Leziunile membranare sunt insotite
de tulburari ale metabolismului energetic, ale respiratiei tisulare si fosforilarii oxidative, de
modificari ale activitatii sistemelor enzimatice si de alte dereglari in statutul metabolic al celulei
care pot evolua cu leziuni grave pand la moartea celulei.

Modelarea proceselor patologice permite de a efectua explorari la nivelul de tesut, structuri
subcelulare, sisteme enzimatice si diverse metabolisme. In baza datelor obtinute la evaluarea
continutului de metaboliti ai glicolizei si ciclului Krebs, modificérilor enzimelor glicolitice si
enzimelor ciclului Krebs se pot face referiri nu numai la intensitatea proceselor glicolitice, dar
si, in general, a metabolismului glucidic in tesuturi [21, 22].

In studiile stiintifice cu referinta la problema in cauzd datele ce releva modificarile
metabolismului glucidic in hepatopatiile toxice induse prin administrarea CClysunt incomplete
si necesita de a fi precizate. Raman departe de a fi solutionate problemele elaborarii metodelor

eficiente de tratament si de corectie a dereglarilor metabolice. In acest aspect, un interes deosebit
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prezinta bioremediile obtinute din Spirulina platensis. Multiple studii antecedente au evidentiat
efectele terapeutice ale acestora in diverse maladii [18,19, 21].

Pornind de la aceste premize cercetarea mecanismele de actiune a unor substante de
origine cianobacteriana asupra metabolismului glucidic in tesutul hepatic la modelarea
hepatopatiei experimentale, argumentarea utilitatii folosirii lor in preventia si tratamentul
patologiei hepatice prezinta un mare interes teoretic si practic.

Rezultatele de evaluare a continutului de metaboliti ai glicolizei si ciclului Krebs, precum
si @ modificarilor enzimelor glicolitice, ciclului Krebs in tesutul hepatic in HT indusa de CCl4 si

la administrarea PSS sunt expuse in datele statistice din tabelul 3.4.

Tabelul 3.4. Modificarile indicilor metabolismului glucidic in tesutul hepatic
in hepatopatia toxica indusa de CCly si la administrarea PSS

Indici studiati Loturi experimentale

’ Martor CCly CCl4+PSS
Lactat, 3,90+0,20 4,92+0,39* 4,47+0,34
mmol/g tesut (100%) (126%) (115%)
Piruvat, 0,48+0,03 0,63+0,04* 0,57+0,06
mmol/g tesut (100%) (131%) (119%)
Malat, 1,12+0,13 1,52+0,05* 1,49+0,11*
mmol/g tesut (100%) (136%) (133%)
a-ceto-glutarat, 0,13+0,01 0,10+0,02 0,16+0,01*#
mmol/g tesut (100%) (77%) (123%)
LDH, 3,4+0,32 6,5+0,67* 4,8+0,52
mmol/s'g prot (100%) (191%) (141%)
ICDH-NADPd, 22,0+1,42 15,3+1,35** 14,5+1,23**
nmol/s'g prot (100%) (70%) (66%)
MDH-NADPd 62,5+3,38 47,1+3,95* 58,4+3,67
nmol/s'g prot (100%) (75%) (93%)
SDH, 92,4+4,82 53,6+3,98** 57,845,17**
nmol/s'g prot (100%) (58%) (63%)

Nota: * — diferente statistic semnificative fata de lotul martor: p<0,05; ** — p<0,01;
# — diferenta statistic semnificativa fata de lotul cu CCly: p<0,05.

Astfel, cresterea continutului de produsi metabolici ai glicolizei (lactatul, piruvatul) si
ciclului Krebs (malatul) denota intensificarea glicolizei anaerobe, ceea ce constitue o reactie de
compensare si de adaptare a organismului, ce tinde sa mentind metabolismul energetic glicolitic

si sa asigure cu energie tesutul hepatic afectat de intoxicatia cu CCly.
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Pentru elucidarea mecanismelor de actiune ale PSS, s-a realizart testarea biochimica a
spectrului de enzime glicolitice, ce permite precizarea locului de angajare a procesului si
profunzimea leziunilor la nivel molecular. S-a stabilit cd dozele toxice de CCls provoaca
cresterea activitatii LDH cu 91% (p<0,05) (tabelul 3.4).

La utilizarea remediului PSS s-a produs tendinta de temperare a expresiei LDH, dar care
totusi, ramane nalta, depasind cu 41% nivelul martorului.

De asemenea, a fost cercetata influenta PSS asupra celor mai importante dehidrogenaze
anabolice — izocitratdehidrogenaza NADP-dependenta (ICDH-NADPd) si malatdehidrogenaza
NADP-dependenta (MDH-NADPd). Dehidrogenazele NADP-dependente se gasesc atat in
mitocondrii cét si in citoplasma, iar dupa activitatea lor se poate aprecia intensitatea proceselor
biosintetice la nivel celular.

Rezultatele obtinute releva o scadere evidenta a enzimoactivitatii ICDH-NADPd si MDH-
NADPd la animalele cu HT indusa de CCl4 cu 30% (p<0,01) si 25% (p<0,05), respectiv, precum
si a SDH cu 42% (p<0,01) vis-a-vis de valorile Inregistrate in lotul martor [23] .

Astfel, intoxicatia cu CCly rezultd cu tulburari pronuntate ale metabolismului glucidic, ceea
ce se manifestd prin cresterea nivelului metabolitilor glucidici — lactatului, piruvatului si
malatului, precum si prin modificari profunde ale principalelor enzime glicolitice — cresterea
activitatii LDH, reducerea functionalitatii SDH, scaderea evidenta a ICDH-NADPd si MDH-
NADPd, ceea ce indica la stimularea fluxului energetic anaerob si reducerea celui aerob in HT
experimentala. Acest fapt s-ar putea datora dezechilibrului dintre caile de semnalizare NF-kB si
SIRT1 [130], care are loc in HT si care, probabil, se realizeaza prin activarea cdii de semnalizare
NF-kB si inhibitia caii SIRT1. Se stie cd, inhibarea SIRT1 perturbd metabolismul energetic
oxidativ si stimuleaza raspunsurile inflamatorii induse de NF-kB prezente in multe boli
metabolice cronice [119] si nu este exclus cd acest proces se produce si in HT, indusa de
intoxicatia cu CCly.

In HT indusa de CCl4 PSS reduce continutul de lactat si piruvat pana la valori normale,
fapt ce indica la reorientarea reactiei reversibile de la lactat la piruvat cu includerea acestuia in
glicoliza aeroba.

Administrarea PSS animalelor cu HT influenteaza putin asupra nivelului de malat, valorile
acestui indice mentinindu-se la cote majorate, similare celor inregistrate in lotul cu patologia
netratati. In ceea ce priveste metabolitul ciclului Krebs — o-cetoglutaratul, PSS reuseste nu

numai sa restabieasca deficitul de a-cetoglutarat indus de noxa hepatotropa, dar si sa determine
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sporirea moderatd (cu 23%, p<0,05) a acestui metabolit al ciclului Krebs, asigurand astfel
necesitatile energetice ale tesutului hepatic afectat.

Astfel, PSS manifesta proprietatea de a ameliora starea functionala a ficatului in HT indusa
de intoxicarea cu CCly, prin efectul pozitiv asupra indicilor metabolitilor glucidici.

La administrarea PSS s-a produs atenuarea expresivitatii LDH, dar si restabilirea activitatii
MDH-NADP. in acelasi timp, medicatia cu PSS mentine starea functionald a ICDH-NADPd si
activitatea SDH la cote reduse similare celor ale animalelor supuse intoxicatiei cu CCly,

Activizarea MDH-NADPd sub actiunea PSS, inregistratd in cercetarile noastre, este
expresia efectului lui anabolic, iar NADPH+H" generat detinand functii importante anabolice
poate fi utilizat la sinteza diversilor biopolimeri si substante biologic active (acizi nucleici,
fosfolipide, acizi grasi, hormoni steroizi etc) [22, 23].

Avand in vedere datele recente din literaturd, mecanismul de actiune al PSS s- ar putea
explica prin faptul ca, pe de o parte, el inhibd semnalizarea NF-kB si prin intermediul ei reduce
fluxul energetic glicolitic anaerob in HT, iar, pe de altd parte, activeazd calea de semnalizare
SIRT1 ameliorand astfel metabolismul aerob oxidativ si rezolutia inflamatiei. Se stie ca SIRT1
inhiba semnalizarea NF-kB direct prin dezacetilarea subunitatii p65 a complexului NF-kB [119].

Rezultatele studiului atesta, ca remediul de origine cianobacteriand — PSS reuseste sa
reducd intensitatea efectelor toxice ale CCly asupra hepatocitelor prin tendinta de normalizare si
chiar aducerea la valori normale a nivelului metabolitilor si enzimelor glicolitice celulare,
ameliorand astfel, metabolismul energetic oxidativ. Deducem de aici, ca el poate fi utilizat ca
remediu patogenic de corectie a dismetaboliilor, ce insotesc leziunile toxice ale ficatului.

Sunt necesare studii detaliate pentru a explora mecanismele moleculare la nivel de
transductie a semnalelor SIRT1, NF-kB, mecanisme de inducere a glicolizei aerobe si de
stimulare a anabolismului tisular. Dupd cum se cunoaste, cresterea glicolizei aerobe reprezenta
un mecanism general implicat In regenerarea tesuturilor ca raspuns la actiunea diversilor factori.
O mai buna intelegere a mecanismelor regldrii metabolice poate deschide cdi pentru dezvoltarea
unor noi clase de medicamente eficiente in tratamentul maladiilor hepatice.

Dupa cum s-a mentionat deja printre numerosi factori, care regleaza intensitatea reactiilor
metabolice, un loc deosebit revine enzimelor metabolismului nucleotidelor adenilice, care
controleaza nivelul de AMP si adenozina si participa la modularea proceselor energo-dependente

din celule.
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Rezultatele de evaluare a activitatii principalelor enzime ale metabolismului nucleotidelor

adenilice in tesutul hepatic in HT provocata de intoxicarea cu CCly si la administrarea PSS sunt

expuse in datele statistice din tabelul 3.5.

Tabelul 3.5. Modificarile activitatii enzimelor ciclului adenilic (nmol/s.g prot) in tesutul
hepatic la animalele cu hepatopatie toxica indusa de CCly si la administrarea PSS

Lotul de studiu AMP-aza ADA-aza 5'-nucleotidaza
132,8+14,8 167,5+17,3 59,1+6,4
Martor
(100%) (100%) (100%)
el 186,0+15,6* 235,8+17,1* 102,9+13,1**
‘ (140%) (141%) (174%)
207,0+15,9%* 252,6+18,3** | 170,7+12,8*** 4
CCl,+PSS S D e
‘ (156%) (151%) (289%)

Nota: diferente semnificative fata de lotul martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
fata de lotul cu CCly: ## — p<0,01.

Studiile efectuate atestd, ca in ficatul animalelor cu HT indusd de CCly creste semnificativ
activitatea atat a dezaminazelor mentionate (ambele cu cca 40%, p<0,05), cat si a 5'-
nucleotidazei (74%, p<0,05), fapt ce demonstreaza activarea ambelor cdi de metabolizare a
nucleotidelor adenilice — "adenozinic" si "neadenozinic" [32].

Rezultatele sugereaza ca ambele cai paralele ale degradarii AMP, care includ AMP-aza si
ADA-za, sunt activate in conditii patologice, probabil, cu scopul de a depasi sinteza
compensatorie a adenilatilor si de asigura depletia prompta a fondului de adenilati si reducerea
sarcinii energetice adenilat in diverse organe, inclusiv ficat si creer. Cresterea semnificativa a
nivelului de AMP-aza si ADA-zei a fost semnalata de unii exploratori in modele de leziuni
hepatotoxice — intoXicatia acutd cu amoniac si hepatita indusa de CCls comparativ cu lotul
martor [116, 130].

Administrarea PSS determind mentinerea activitatii enzimelor ciclului adenilic la valori
sporite, similare celor inregistrate in lotul de animale cu patologia modelata. Exceptie constituie
5'-nucleotidaza — enzima care catalizeaza reactia de hidroliza a AMP in fosfat anorganic si
adenozina.

Sub influenta tratamentului cu PSS activitatea acestei enzime creste marcat, aproape triplu
fata de martor, moment deosebit de important, deoarece adenozina, produsul final al actiunii 5'-
nucleotidazei, este un agent antiiflamator endogen puternic, iar eliberarea crescuta de adenozina
ar putea diminua intensitatea inflamatiei in ficatul afectat de intoxicatia cu CCly si, totodata,

reduce alte efecte patologice prin medierea numeroaselor cai de semnalizare intracelulara in care
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adenozina este implicata [173, 218]. S-a demonstrat recent ca nivelul de adenozina extracelular
este controlat de catre ectonucleotidazele CD39 si CD73, ultima fiind indusa de TGF-f [173].

Astfel, PSS actioneaza pozitiv asupra metabolismului adenilic, manifestand capacitatea de
a stimula functia catalitica a 5'-nucleotidazei in tesutul hepatic, mecanism orientat spre reducerea
procesului inflamator, mentinerea la nivel sporit al metabolismului energetic si nucleotidic, care
la randul lor, asigura procesele de protectie si reparatie in hepatocite.

Studiile efectuate permit de a recomanda cercetarea sistemului nucleotidelor adenilice pentru
aprecierea actiunii selective ale compusilor biologici activi asupra tesutului hepatic in patologiile

inflamatorii ale ficatului.

3.4. Influenta PSS asupra stirii functionale ale aparatului lizozomal

Sistemul lizozomal celular reprezintd una din verigile de protectie enzimaticd a
organismului contra agresiunii organismelor si/sau substantelor straine [20], de aceea, studierea
mecanismelor de actiune ale CBA autohtoni asupra hidrolazelor lizozomale in HT indusa de
intoxicarea cu CCl, prezinta un interes deosebit.

Dupa cum se stie, la actiunea diferitor substante toxice aparatul lizozomal al celulei suporta
anumite schimbari, ce se manifesta, mai ales, cu exagerarea functionald a enzimelor lizozomice,
acestea fiind implicate in degradarea structurilor celulare deteriorate. Cu toate acestea, in prezent
existd dovezi convingdtoare care indica faptul ca lizozomii au o functie mult mai larga si ca
acestea sunt implicate in asa procese fundamentale, cum ar fi secretia, repararea membranei
plasmatice, transductia semnalelor si metabolismul energetic [59, 183, 184]. Rolul acestor
procese 1n patogenia afectiunilor aparatului imunitar, cat si influenta unor remedii
cianobacteriene raman insuficient elucidate.

Rezultatele de evaluare a activitatii principalelor enzime proteolitice ale aparatului
lizozomal in tesutul hepatic in HT provocata de intoxicarea cu CCls si la administrarea
remediilor de origine cianobacteriana sunt expuse in datele statistice din tabelul 3.6.

Dupa cum se vede, activitatea proteazei aspartilice — catepsinei D si a proteazei cisteinice —
catepsinei L s-a dovedit a fi sporita la intoxicarea cu CCl, in raport cu valorile lotului martor.

Se stie cd, catepsina D este o enzima lizozomala eliberatd in conditii inflamatorii,
concentratia enzimei fiind direct proportionald cu gravitatea inflamatiei. Catepsina D joacd un
rol important in reglarea apoptozei, si, pe langa activitatea enzimatica, ea interactioneaza cu alte

molecule importante si influenteaza semnalizarea celulara [54].
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S-a constatat cd, administrarea PSS conduce la restabilirea valorilor normale ale catepsinei
D, fapt ce ar putea reduce intensitatea inflamatiei indusa de CCla.

Conform unor studii recente, polizaharidele sulfatate din alga marina Sargassum ilicifolium
reduc eliberarea catepsinei D, nitritilor si TNF-a de catre celulele PMN, nivelurile carora sunt
crescute in timpul starilor inflamatorii induse de TRA (12-O-Techanoyl 13 — Myristate) [135].

Catepsina L este o proteinaza colagenolitica care scindeaza colagenul insolubil la pH-ul
3,5 cu dezintegrarea peptidelor terminale si a legaturilor transversale. Rezultatele studiului
efectuat demonstreaza, ca PSS contribuie la mentinerea nivelului inalt al functionalitatii
catepsinei L, similar celui inregistrat in lotul animalelor cu patologia modelatd, fapt ce
contribiue la catabolizarea eficienta a tesutului fibros in ficat. Aceasta supozitie este confirmata
de faptul ca PSS stimuleaza procesele fibrolitice, ceea ce se manifestd prin reducerea
semnificativa a continutului de hidroxiprolina, cat si tendinta de reducere a nivelului de colagen
sl acizi uronici 1in ficat, relatate deja in cercetarile noastre.

Studiile au aratat ca activitatea colagenolitica in serul sangvin a crescut semnificativ (de 2,5
ori) in HT indusa de CCl,. Cura de tratament cu PSS conduce la o tendinta slaba de reducere a

valorilor acestui indice, care insa nu revine in cadru normal (figura 3.5).

s @ CCl4

i CCl4+PSS

Figura 3.5. Influenta PSS asupra activitatii colagenolitice
in serul sangvin in norma si hepatopatia toxica indusa de CCly.
Nota: axa Y — activitatea in nmol.s./l; axa X- loturile de studiu;
* — diferenta statistic semnificativa fata de lotul martor: ** — p<0,01.

Dacd proteazele lizozomale catalizeaza procesele de scindare a colagenului si altor
scleroproteine, apoi degradarea componentelor glucidice se realizeaza de catre un alt grup de
enzime cu localizare lizozomala — glicozidaze, care scindeaza legaturile glicozidice, fiind astfel

indispensabile pentru hidroliza glicoproteinelor si proteoglicanilor matricei extracelulare.
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Rezultatele de evaluare a activitatii N-acetil-B-D-glucozaminidazei, B-glucozidazei, B-

galactozidazei, B-glucuronidazei, arilsulfatazelor A, B si C si fosfatazei acide in tesutul hepatic

in HT indusa de CCly si la actiunea unor CBA studiati sunt reprezentate in tabelul 3.6.

Tabelul 3.6. Modificarile activitatii hidrolazelor acide lizozomice in ficat
in hepatopatia toxica indusa de CCly si la administrarea PSS (nmol/s'g prot)

Indicii studiati Loturi experimentale
’ Martor CCly CCI,+PSS
Catepsina D 64,5+3,2 83,76,6 62,4+7,6
(100%) (127%)* (97%)#
Catepsina H 0,25+0,03 0,21+0,03 0,24+0,04
(100%) (84%) (96%)
Catepsina L 14,3105 18,1£1,0 17,9+1,3
(100%) (127%)* (125%)*
B-glucozidaza 18,70,7 22,8+1,2 21,5424
(100%) (122%)* (115%)
B-galactozidaza 21,1+2,9 31,5+1,6 30,0+2,1
(100%) (149%)* (142%)*
B-glucuronidaza 6,220,27 4,7+0,51 5,8+0,26
(100%) (76%)* (94%)
N-acetil-B-D- 26,5+1,7 17,6+1,5 23,4+2.6
Glucozaminidaza (100%) (67%)* (89%)
Fosfataza acida 5,440,31 7,840,79 8,5+0,69
(100%) (144%)* (157%)**
; . 36,8+2,9 38,6%3,7 47,245,9
Arilsulfatazele A si B (100%) (105%) (L20)
Avilsulfataza C 230,1431,1 92,4+14,7 172,1+11,4
(100%) (40%)™** (75%)**##

Nota: * — Veridicitatea statistica fata de lotul martor: p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001,;
# — fata de lotul cu CCly: p<0,05; ## — p<0,01.

In HT indusa prin administrarea CCl, se atestd o sporire notabila a activititii tisulare a f-
glucozidazei, B-galactozidazei si a fosfatazei acide (cu 22%, 49%, 44%, p<0,05) si o diminuare a
N-acetil-B-D-glucozaminidazei, B-glucuronidazei si a arilsulfatazei C (cu 33%, 23% si 60%), in
raport cu valorile de referinta ale lotului martor.

Analizand comparat rezultatele obtinute, remarcam ca sub influenta remediului de origine
cianobacteriand PSS are loc atenuarea cresterii activitatii B-glucozidazei, astfel ca functia

catalitici a enzimei sia nu difere esential de valorile martorului (p>0,05). In acelasi timp,
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activitatea B-galactozidazei ramine la valori sporite similare celei inregistrate in lotul de animale
cu patologia netratata.

Administrarea PSS determina restabilirea valorilor normale ale B-glucuronidazei si N-
acetil-B-D-glucozaminidazei si tendinta de reactivare a functionalitatii arilsulfatazei C.

Remarcam cd administrarea remediului cianbacterian PSS se manifesta prin mentinerea la
valori sporite a activitatii fosfatazei acide similare celei inregistrate in HT indusa de CCl,.
Studiul efectuat denota ca medicatia HT cu PSS induce majorarea activitatii arilsulfatazelor A si
B, dar aceastd majorare nu a fost statistic veridica. In acelasi timp, PSS contribuie la cresterea
activitatii arilsulfatazei C (cu 86%, p<0,01) in raport cu lotul animalelor cu patologia netratata,
totodata, functia enzimei nu s-a restabilit, ea mentinandu-se la valori reduse sub nivelul
martorului (p<0,05) [8] .

Astfel, administrarea PSS contribuie la atenuarea cresterii activitatii [3-glucozidazei,
normalizarea B-glucuronidazei si N-acetil-B-D-glucozaminidazei, mentinerea nivelului inalt al
activitatii colagenolitice, catepsinei L, [-galactozidazei si fosfatazei acide si tendinta de
restabilire a arilsulfatazei C.

Se stie ca enzimele lizozomale participd nu doar la digestia  formatiunilor
macromoleculare si supramoleculare fagocitate ca fiind substante strdine. Ele detin un rol cheie
in modificarile posttranslationale ale proteinelor si peptidelor si in transformarea lor in molecule
functional active. Unul din mecanismele de baza ale modificarilor posttranslationale ale
moleculelor este proteoliza limitatd, care std la baza biogenezei enzimelor, hormonilor,
moleculelor de semnalizare inter-, intracelulara, etc.

Cele relatate confirma faptul stimularii proceselor hidrolitice in ficat, realizate de
administrarea remediului cianbacterian PSS, insa, acest efect este exprimat in mod specific,
dependent de gradul de angajare a enzimelor lizozomice in procesele de hidroliza a diferitor

substraturi biologice, dar si inductiei lor selective la diferite etape ale procesului patologic.

3.5. Influenta PSS asupra indicilor oxidarii cu radicali liberi si sistemului antioxidant

Patogeneza bolilor de ficat este multifactoriala si include tulburdri ale metabolismului
intermediar, disfunctii mitocondriale, inflamatie si stres oxidativ (SO) [159, 191]. Bolile ficatului
se caracterizeaza prin dezvoltarea SO si modificari ale balantei redox [12, 16, 234, 238].

SO este insotit de formarea excesiva de specii reactive ale oxigenului (SRO) —
anionradicalul superoxid (O, oxigenul singlet (*O), radicalul hidroxil (OH"), care altereaza

fosfolipidele membranare cu formarea de hidroperoxizi lipidici si initierea reactiilor de
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peroxidare in lant. Efectele nocive ale acestora se manifesta prin afectarea membranelor
citoplasmatice si a structurilor intracelulare, modificari ale structurii conformationale ale
proteinelor, alterarea structurii acizilor nucleici, lipidelor. In final are loc leziunea membranei ci-
toplasmatice cu dereglari ale homeostaziei celulare.

Intensitatea proceselor de oxidare cu radicali liberi este determinata de nu numai de viteza
de formare a acestora dar si de functionarea sistemului de porotectia antioxidanta al celulelor.

Prevenirea leziunilor oxidative constituie un obiectiv major al cercetarii stiintifice actuale,
in conditiile In care stresul oxidativ este responsabil de numeroase afectiuni inflamatorii,
degenerative ce afecteaza practic toate sistemele de organe.

In studiul nostru experimental in scopul aprecierii intensititii proceselor de oxidare cu
radicali liberi am apelat la determinarea pricipalilor indici al oxidarii peroxidice a lipidelor
(tabelul 3.7).

Tabelul 3.7. Influenta PSS asupra continutului de produsi nepolari, hidrofobi ai peroxidarii
lipidelor — diene conjugate (DC), cetodiene (CD) si triene cuplate (TC) in faza hexanica si
nivelul dialdehidei malonice (DAM) in serul sangvin la sobolani in norma si HT indusa de CCly4

Indicii studiati
L(_)tU“ DC,. ] CD N TC,. ] DAM.
experimentale f.hexanica f. hexanica f. hexanica
(un.conv.) (un.conv.) (un.conv.) (kmol/l)
Martor 0,58+0,03 0,22+0,01 0,13+0,02 10,0+0,57
(100%) (100%) (100%) (100%)
PSS 0,82+0,08 0,54+0,03 0,33+0,02 15,5+1,30
(141%)* (247%)*** (252%)*** (155%)**
ccl. 0,67+0,02 0,36+0,03 0,294+0,01 15,6+1,26
(114%)* (163%)**### (226%)*** (156%)**
0,64+0,05 0,43+0,03 0,30+0,01 18,7+1,57
CCI4+PSS
(109%) (198%)***# (228%)*** (187%)***

Nota: diferenta statistic semnificativa fata de lotul-martor, * — p<0,05; ** — p<0,01;

** — p<0,001; fatd de lotul-PSS, # — p<0,05; ### — p<0,001.

Analiza datelor expuse in tabelul 3.7 demonstreaza prezenta unor modificéri veridice ale
continutului de produsi nepolari, hidrofobi, initiali ai oxidarii peroxidice a lipidelor neutre —
dienelor conjugate (DC), intermediari sau secundari — cetodienelor (CD) si tertiari sau trienelor
conjugate (TC) (faza hexanica) si ale dialdehidei malonice practic in toate loturile studiate.

Intoxicatia cu CCly, conduce la cresterea excesiva a continutului de DC, CD si TC nepolari,

hidrofobi, precum si a concentratiei DAM, fapt ce atestd intensificarea proceselor de
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lipoperoxidare a acizilor grasi polinesaturati din componenta lipidelor membranare sub influenta
noxei hepatotrope.

La administrarea PSS animalelor intacte, deasemenea, are loc cresterea statistic veridica
fata de lotul martor a continutului de produsi nepolari, hidrofobi ai peroxidarii lipidelor — DC,
CD si TC. Medicatia HT indusa de CCls cu PSS contribuie la normalizarea compusilor initiali —
DC, dar mentine la valori sporite continutul de CD si TC.

Nivelul DAM — produsul final al peroxidarii lipidelor a crescut veridic in toate grupele
luate in studiu. In conditii fiziologice administrarea PSS produce majorarea cu 55% (p<0,01) a
continutului DAM in serul sangvin. Intoxicatia cu CCly, la fel, conduce la cresterea productiei de
DAM seric. Administrarea PSS animalelor cu patologia modelatd nu reusea si atenueze
cresterea DAM-Iui, acest indice depasea valorile martorului cu +87%.

Paralel, se atesta valori sporite ale produsilor polari, hidrofili de peroxidare a lipidelor in
faza izopropanolica la administrarea PSS animalelor intacte fatd de indicii lotului martor, si
anume, DC — cu +77% si CD — cu + 55%, totodata, continutul TC a crescut nesemnificativ
(tabelul 3.8).

Tabelul 3.8. Influenta PSS asupra continutului de produsi polari, hidrofili ai peroxidarii lipidelor
— diene conjugate (DC), cetodiene (CD) si triene cuplate (TC) in faza izopropanolica si
continutul derivatilor NO 1in serul sangvin la sobolani in norma
s1 hepatopatia toxica indusa de CCl4

Indicii studiati
Loturi DC, CD, TC, Derivatii
experimentale | f. izopropanolica | f. izopropanolica | f. izopropanolica NO,
(un.conv.) (un.conv.) (un.conv.) (umol/l)
Martor 0,359+0,04 0,241+0,02 0,203+0,02 148,2+7,86
(100%) (100%) (100%) (100%)
PSS 0,635+0,04 0,374+0,03 0,229+0,03 124,1+11,44
(177%)*** (155%)** (113%) (84%)
ccl. 0,591+0,05 0,291+0,02 0,146+0,007 137,6+7,35
(165%)** (120%)# (72%)*# (93%)
CClL+PSS 0,516+0,05 0,271£0,04 0,155+0,02 143,1+7,71
(144%)* (112%) (76%) (97%)

Nota: * — diferenta statistic semnificativa fata de lotul-martor, p<0,05; ** — p<0,01,
**% _ p<0,001; # — fatd de lotul-PSS, p<0,05.

In HT indusa de CCl, are loc 0 majorare statistic autentici a DC polare fati de indicii
martorului. Totodata, valorile CD polare au crescut nesemnificativ, iar nivelul TC in faza

izopropanolica s-a diminuat veridic cu 28%.
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Medicatia HT indusa de CCly cu PSS se soldeaza cu normalizarea continutului de CD
polare, pe cand valorile DC in faza izopropanolicd s-au redus discret cu 13% fatd de cele
inregistrate la animalele cu patologia netratata.

Acest indice ramane destul de inalt, devansand cu 44% indicele martorului. Tratamentul
patologiei modelate cu PSS influenteaza neimportant adsupra nivelului TC polare, care continua
sd persiste la valori mici, dar cu tendinta slaba de revenire catre valorile de baza ale martorului
(fara sa atingd pragul semnificatiei statistice) [9] .

Oxidul nitric este un neurotransmitator care joaca un rol important in controlul functiilor
celulelor, tesuturilor si organelor. El poate exercita efecte citoprotective sau citotoxice; echilibrul
dintre acestea este important, fiind determinat de concentratia de NO, de posibilitatea altor
radicali liberi de a reactiona cu NO pentru a forma asa compusi oxidanti, cum ar fi peroxinitritul
(ONOOQ) si de susceptibilitatea celulei sau organului respectiv la efectele toxice ale stresului
oxidant.

Datele expuse in tabelul 3.8 demonstreaza ca, derivatii oxidului nitric (NO) scad descret in
lotul de animale intacte, carora li s-a administrat PSS, insa fara veridicitate statistica si nu se
modifica in celelalte loturi de studiu.

Dupa cum se stie, produsii POL se formeaza prin mecanisme diferite: oxidare enzimatica si
non-enzimatica, oxidare mediatd de radicali liberi si oxidare non-radicalica. Putem admite ca
rolul acestor mecanisme in propagarea produsilior POL difera la actiunea CCls si a PSS.
Conform unor studii activarea proceselor de formare a trienelor cuplate (TC) de tipul bazelor
Schiff in compartimentul hidrofob prezintd unul din mecanismele importante ale utilizarii
lipoperoxizilor care poate fi privit ca manifestarea proceselor de adaptare si compensare.
Reducerea capacitatii de formare a TC si a predecesorului lor — DAM coreleaza cu prognosticul
nefavorabil al diferitor procese patologice [229, 249].

Din acest punct de vedere PSS se manifestd pozitiv, deoarece, acest remediu poseda
proprietatea de a activa formarea produsilor DC, CD, TC si a DAM, atat la administrarea
animalelor sanatoase, cat si la intoxicarea cu CCly. Mai mult ca atat, PSS, impulsioneaza, in
acest caz, chiar o crestere moderata cu 19% (p<0,05) a valorilor DAM in raport cu patologia
netratata.

Cresterea nivelului DAM sub influenta remediului ar putea fi conditionata nu numai de
exacerbarea reactiilor cu SRO si SRA. Ea ar putea fi provocata si de intensificarea proceselor

enzimatice responsabile de sinteza eicosanoizilor — prostaglandinelor, leucotrienelor,
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tromboxanilor, care joaca un rol important in reglarea homeostaziei organismului si care permite
de a depasi stresul oxidativ [53, 229].

Unii cercetatori considera ca, majorarea conjugatelor dienice, nivelului DAM si altor
metaboliti intr-0 varietate de boli si afectiuni, nu reflecta procesele de peroxidare a lipidelor, dar
alt proces enzimatic conditionat genetic — Sinteza eicosanoizilor [229, 249]. Totodata, DAM

poate actiona ca moleculd de semnalizare celulara si de reglarea expresiei genelor [47].

Tabelul 3.9. Influenta PSS asupra nivelului de AGEs, AIM si AOPP in serul sangvin
la sobolani in norma si HT indusa de CCly

Loturi Indicii studiati
experimental AGEs, AlIM, AOPP,
e umol/I mmol/I umol/I
Martor 476,6+27,69 0,205+0,008 14,0+1,55
(100%) (100%0) (100%0)
PSS 425,0+31,14 0,266+0,016 19,7+1,54
(89%) (130%)** (141%)*
ccl, 645,0+20,53 0,272+0,001 22,9+0,83
(135%)**# (133%)** (164%)**
588,8+30,07 0,247+0,011 20,0+1,37
CCl+PSS (124%)*# (120%)* (143%)**

Nota: * — diferenta statistic semnificativa comparativ cu lotul martor, p<0,05; ** — p<0,01;
#_ p<0,05 comparativ cu lotul PSS.

Analiza datelor expuse in tabelul 3.9 demonstreaza cresterea concludenta in HT indusa de
CClsa nivelului de AGEs (cu 35%), AIM (cu 33%) si AOPP (cu 64%) in serul sangvin fapt ce
atestd dezvoltarea stresului oxidativ in urma intensificarii reactiilor de oxidare cu RLO.

Conform unor studii recente, AGES, care se acumuleaza pe depozitele de proteine in boala
Alzheimer, reactioneaza cu receptorii pentru AGES si transmit semnalele lor utilizand SRO ce se
produc intracelular ca mesageri secunzi. Prin aceastd cale, AGES pot induce expresarea diferitor
markeri pro-inflamatori, cum ar fi TNF-a sau NO-sintaza inductibila (iNOS), iar polifenolii de
naturd vegetala din silimarina, Uva ursi si frunzele de maslin atenueaza productia de NO si TNF-
alfa, indusd de AGES prin captarea SRO, manifestand efecte antioxidante si anti-inflamatorii
[64].

Medicatia patologiei modelate cu PSS se soldeaza cu reducerea discretad a valorilor AGES,
AlIM si AOPP cu 9%-12% fata de cele inregistrate la animalele cu patologia netratata.

In conditii fiziologice PSS conditioneaza tendinta de micsorare a AGEs (cu 11%), dar

creste veridic nivelul de AIM si AOPP cu 30% si, respectiv, cu 41%.
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Pentru minimalizarea efectelor negative ale SO, organismele sunt prevdzute cu un sistem
de aparare antioxidant eficient — alfa-tocoferolul, glutationul si enzimele glutationice,
superoxiddismutaza, catalaza, alte enzime antioxidante. Antioxidantii exercitd efectele lor prin
captarea sau prevenind generarea de SRO si impiedicand progresarea multor maladii cronice. in
cazul insuficientei absolute sau relative a sistemului antioxidant formarea de radicali liberi
conduce la dereglarea proceselor metabolice intracelulare si la distrofie, iar ulterior chiar si la
moartea celulei.

Rezultatele evaluarii indicilor sistemului de protectie antioxidantd (SAO): activitafii

antioxidante totale (AAT), SOD si catalazei sunt expuse in figura 3.6.
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Figura 3.6. Modificarile activitatii antioxidante totale (AAT), activitatii SOD
si catalazei 1n serul sangvin la sobolani in conditii fiziologice, hepatopatia toxica indusa de CCly
st influenta PSS.
Nota: axa'Y — activitatea in %; axa X- loturile de studiu;
diferenta statistic semnificativa fata de lotul-martor: * — p<0,05; ** — p<0,01;
fata de lotul-PSS: * — p<0,05.

La administrarea PSS animalelor intacte are loc o tendintd de diminuare a valorilor AAT
nepolare, hidrofobe (faza hexanica) si reducerea statistic veridica a AAT polare, hidrofile (faza
izopropanolicd) fata de lotul martor. Intoxicatia cu CCly nu s-a soldat cu modificari veridice ale
nivelului AAT.

Medicatia HT cu PSS se soldeaza cu inducerea concludentd (cu +29%) a AAT nepolare
(faza hexanicd) si mentinerea in limite normale a valorilor AAT polare (faza izopropanolicd).

Astfel, PSS demonstreaza proprietati antioxidante, iar acestea se manifesta prin intarzierea

initierii reactiilor de oxido-reducere cu formarea de radicali liberi.
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De mentionat, cd conform unor cercetatori polizaharidele sulfatate din algele maritime,
cum ar fi carageninele din algele rosii, fucoidanii din alge brune si ulvans din alge verzi prezinta
mai multe efecte benefice, inclusiv proprietati antioxidante [161].

Analiza datelor obtinute demonstreazd reducerea concludentd in HT indusd de CCly a
functionalitatii catalazei si modificari discrete ale valorilor SOD-lui in serul sangvin la
animalele luate in studiu.

Aceste doud enzime actioneazd 1n tandem - superoxiddismutaza (SOD) -catalizeaza
dismutatia a 2 molecule de anion superoxid cu formarea peroxidului de hidrogen (H,0), iar
catalaza, enzima antioxidanta importanta localizatd in peroxisomi, asigura detoxifierea H,0,,
format in urma reactiei de superoxiddismutare.

Conform cercetarilor noastre, la tratarea patologiei modelate cu PSS se produce activarea
relevantd a catalazei cu +60% fatd de valorile martorului, ceea ce contribuie la diminuarea
efectelor nocive ale RLO si evident la cresterea verigii enzimatice de protectie antioxidanta a
celulelor hepatice. Astfel, cercetarile efectuate denota, in premiera, proprietatea PSS de a
amplifica pregnant forta cataliticd a enzimei antioxidante — catalazei la tratarea HT induse de
CCly.

Existd dovezi, care sustin ca catalaza reduce inflamatia hepatica prin inhibarea factorului
nuclear de transcriere (NF-kB), care joaca un rol crucial in inflamatie, imunitate, proliferarea
celulelor si apoptoza [106]. Intr-un alt studiu se remarcid cd supraexpresarea catalazei
mitocondriale atenueaza imbatranirea cardiacd la soareci, fapt ce justifica aplicarea in clinica a
remediilor antioxidante directionate asupra mitocondriilor in bolile cardiovasculare [71].

Rezumand cele expuse remarcam, ca atat administrarea PSS, cat si intoxicatia cu CCly
declanseaza instalarea unui stres oxidativ soldat cu acumularea diversilor produsi ai peroxidarii
biomoleculelor.

SRO pot determina leziuni celulare prin mai multe mecanisme: a) peroxidarea lipidelor cu
pierderea integritatii si a functiei membranei celulare; b) distrugerea ADN-ului celular cu
activarea sistemului PARP (poli-ADP-riboza-polimeraza) — o familie de proteine implicate in
diverse procese celulare cum ar fi reparatia ADN-lui, stabilitatea genomica si apoptoza.
Activarea acestui sistem are drept rezultat cresterea consumului intracelular de energie, cu
epuizarea celulei hepatice, initierea apoptozei pe calea caspazei si moartea in final a acesteia.

De de alta parte, in rezultatul interactiondrii lipidelor nesaturate cu RLO, dar si implicarii
proceselor enzimatice responsabile de sinteza eicosanoizilor — molecule de semnalizare

importante implicate in numeroase procese fiziologice si patofiinflamatie, alergie, febra si alte
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raspunsuri imune, se declanseazd un sir de reactii in lant cu formarea de produsi primari,
secundari, tertiari (DC, CD, TC) si finali — DAM. Desi produsii mentionati propagd, amplifica
inflamatia, exista date care demonstreaza ca RLO, impreund cu NO, au rol in
temperarea/modularea procesului inflamator prin inactivarea unor mediatori ai inflamatiei.
Recent s-a constatat ca POL, in special fosfolipidele oxidate, manifestd efecte anti-inflamatorii,
mecanismul de baza fiind activarea factorului Nrf2 [60].

In baza acestor date se poate conchide ca PSS pot exercita un important control feed-back
negativ, inhiband activarea excesiva a reactiilor imune si dezvoltarea procesului inflamator

datorita proprietatilor sale de a modula formarea POL.

3.6. Concluzii la capitolul 3

1.  Polizaharidele sulfatate din spirulina (PSS) actioneaza in sens si grad divers si prin
mecanisme variate asupra diferitor verigi homeostazice la administrarea in conditii fiziologice
si la modelarea hepatopatiei toxice cu CCly.

2. In hepatopatia toxicd (HT) indusi de CCls PSS activeazi eritropoeza, fapt confirmat prin
aparitia normocitelor bazofilice in singele periferic si normalizarea indicilor cantitativi ai
eritropoezei: eritrocite (9,01+0,13; p<0,01), hemoglobina (148,5+1,64; p<0,1), hematocrit
(0,465+0,006; p<0,1). S-a demonstrat proprietatea imunomodulatoare si capacitatea PSS de
a influenta reactiile imune de aparare la tratarea HT prin modularea in formula leucocitara a
neutrofiliei (segmentate -18%, p<0,01), monocitozei, bazofiliei (-70%, p<0,01) si
limfopeniei (+18%; p<0,01). Intensificarea leucopoiezei si limfopoiezei este demonstrata
prin leucocitoza si limfocitoza absolutad si aparitia formelor tinere ale granulocitelor in
singele periferic, atit la animale intacte, cit si la tratarea HT.

3. Intoxicatia cu CCly provoaca dezvoltarea inflamatiei aseptice si fibrozei hepatice, confirmata
prin majorarea pronuntatd a nivelului TNF-a (de 1,8 ori), factorilor de crestere TGF- (de 3
ori) si CTGF (de 2 ori), precum si acumularea importanta a principalilor constituenti ai
matricei extracelulare (MEC) hepatice — colagen (+45%, p<0,05), hidroxiprolina (+119%,
p<0,1), acizi uronici (+241%, p<0,1) si glucozaminoglicani sulfatati (+92%, p<0,05).

4.  Efectele antiinflamatoare si antifibrotice ale PSS se manifesta prin descresterea TNF-o cu
34% sireducerea semnificativa a factorilor de crestere TGF-f3 cu 90% (p<0,05) si CTGF cu
72% (p<0,05) fatda de patologia netratata, micsorarea continutului de hidroxiprolina cu 55%
(p<0,05), colagen cu 24%, acizi uronici cu 126% (p<0,05) si GAG cu 19% din componenta
MEC. Administrarea PSS stimuleaza procesele hidrolitice in ficat insa, acest efect este
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exprimat in mod specific, dependent de gradul de angajare a enzimelor lizozomice in
procesele de hidroliza a diferitor substraturi biologice. PSS contribuie la intensificarea
functiei proteosintetice si proceselor de reparatie tisulard, fapt dovedit prin tendinta spre
restabilire a functionalitatii PCE (p<0,1), cresterea expresici ASAT-lui hepatic cu 42%
(p<0,1) si normalizarea valorilor albuminelor serice in raport cu patologia modelata.
Intoxicatia cu CCls provoaca tulburari profunde ale metabolismului glucidic, manifestate
prin cresterea nivelului metabolitilor glucidici — lactatului, piruvatului si malatului hepatic,
majorarea semnificativa a activitatii LDH cu 91%, reducerea functionalitatii SDH cu 42% si
a dehidrogenazelor anabolice — ICDH-NADPd si MDH-NADPd cu 30% si, respectiv, cu
25%.

PSS actioneaza pozitiv asupra metabolismului energetic si glucidic in HT, datoritd insusirilor
sale de a restabili dezechilibrul homeostazic, fapt demonstrat prin reducerea fluxului
energetic glicolitic anaerob si stimularea metabolismului aerob oxidativ, manifestat prin:
normalizarea continutului de metaboliti glucidici — lactat si piruvat si restabilirea deficitului
si chiar sporirea moderata a produsului metabolismului intermediar — a-cetoglutaratului cu
46% (p<0,05);

reducerea disfunctionalitatii enzimelor glicolitice celulare si restabilirea expresiei
dehidrogenazei anabolice MDH-NADPd,;

mentinerea intensitatii metabolismului adenilic la valori sporite, fapt dovedit prin inducerea
esentiala (de 3 ori) a functionalitatii 5'-nucleotidazei (5°-NT). Toate acestea contribuie la
reducerea inflamatiei, probabil, prin modularea multiplelor cai de semnalizare intracelulara.
Administrarea PSS contribuie la restabilirea valorilor normale ale catepsinei D, atenuarea
cresterii activitatii p-glucozidazei, normalizarea [-glucuronidazei si N-acetil-pB-D-
glucozaminidazei, mentinerea nivelului inalt al activitdfii colagenolitice, catepsinei L, B-
galactozidazei si fosfatazei acide si tendinta de restabilire a arilsulfatazei C

Activarea stresului oxidativ in intoxicatia cu CCly se manifestd prin cresterea excesiva a
produsilor POL, proteice si glucidice (AOPP +64%, p<0,1; AGE +33%, p<0,1) si valorilor
DAM (+56%, p<0,1). Medicatia cu PSS contribuie la normalizarea compusilor initiali ai
POL — dienelor conjugate hidrofobe, precum si a continutului de cetodiene si triene conjugate
polare. Totodata, PSS activeaza formarea DAM, atat in conditii fiziologice (+55%, p<0,1),
cat si in intoxicatia cu CCly (+87%, p<0,01) comparativ cu martorul, fapt ce ar putea fi
atribuit nu numai peroxidarii lipidelor, dar si intensificarii biosintezei eicosanoizilor, care

joacd un rol important in reglarea homeostaziei organismului.
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In intoxicatia cu CCly are loc reducerea concludenti a functionalitatii catalazei cu 21%
(p<0,05), iar medicatia patologiei modelate cu PSS determina cresterea pronuntata a acestei
enzime antioxidante cu 60% (p<0,1) fata de valorile martorului, ceea ce contribuie la
diminuarea efectelor nocive ale RLO, cresterea verigii enzimatice de protectie antioxidanta a
celulelor hepatice, reducerea inflamatiei hepatice prin inhibarea factorului nuclear de
transcriere kapa-beta (NF-kB), care joaca un rol crucial in inflamatie, imunitate,
proliferarea celulelor si apoptoza. Medicatia hepatopatiei toxice cu PSS induce intensificarea

cu 29% a AAT nepolare i mentinerea in limite normale a valorilor AAT polare.
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4, MODIFICARILE IMUNOBIOCHIMICE LA ACTIUNEA PSS IN NORMA,
IMUNODEFICIENTA SI ASTM BRONSIC

Datele privind eficienta utilizarii substantelor bioactive obtinute din cianobacterii in
preventia si tratamentul afectiunilor sistemului imun, in pofida numeroaselor studii efectuate in
acest domeniu, sunt incomplete si necesitd de a fi precizate prin utilizarea tehnicilor noi de
cercetare la nivel subcelular si molecular. De aceea, relevarea aspectelor noi ale activitatii lor
biologice si elucidarea mecanismelor lor de actiune asupra indicilor imunobiochimici si
metabolici in norma si patologia imuna este foarte actuala si de perspectiva pentru divesificarea

arsenalului de remedii necesare corectiei dereglarilor homeostazice survenite in aceste afectiuni.

4.1. Influenta PSS asupra indicilor imunobiochimici in splini in imunodeficienta
ciclofosfanica
Rezultatele evaluarii influentei remediilor PSS si Bior-Ge asupra metabolismului proteic in

splina la animalele cu ID ciclofosfanica sunt expuse in datele statistice din tabelul 4.1.

Tabelul 4.1. Influenta remediilor de origine cianobacteriana asupra unor indici ai metabolismului
proteic in tesutul lienal la animalele cu imunodeficienta ciclofosfanica

Indicii studiati
expeLr(i)rt:err:tale Ptroottaellérja SMMM SN ALA,T ASA,T
mg/g tesut (un.conv.) | (un.conv.) | (umolmingprot) | (wmol/ming prot)
Martor 402,5+14,9 | 0,63+£0,07 | 0,09+0,01 4,60+0,36 14,60+1,08
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
D 397,3£8,5 | 0,68+0,03 0,09+0,01 3,52+0,28* 14,20+0,11
(99%) (107%) (107%) (77%) (97%)
ID+PSS, 420,9+27,8 | 0,61+£0,08 | 0,08+0,01 3,92+0,83 12,59+0,68
50 mg/kg (105%) (97%) (96%) (85%) (86%)
ID+PSS, 4442+20,3 | 0,47+0,01 | 0,06+0,002 3,50+0,40* 24,10+4,22*%#
125 mg/kg (110%) (74%) (68%) (76%) (165%)
ID+Bior-Ge 488,6+11,4 | 0,53+0,03 | 0,070,003 | 7,38+1,87*# | 19,23+1,01**
(121%) (83%) (77%) (160%0) (132%)

Nota: * — diferenta statistic semnificativa fata de lotul-martor, p<0,05; ** — p<0,01;

# — diferenta statistic semnificativa fata de lotul-CF, p<0,05.

Continutul de proteine totale, SMMM, SN si activitatea ASAT in tesutul lienal la animalele
cu imunodeficientd practic nu se deosebea de valorile lotului martor, exceptand doar nivelul

ALAT care sufera o deprimare statistic sugestiva cu 23% comparativ cu indicii de referintd. Cura
101



de tratament cu PSS (50 mg/kg) contribuie la reducerea declinului activitatii ALAT in tesutul
lienal. La utilizarea Bior-Ge se remarca cresterea gradului de activitate al ALAT-ului care ajunge
sd depaseasca de 1,6 ori indicii atestati in lotul martor si de 2,1ori valorile specifice animalelor
intoxicate cu ciclofosfan. Remediile PSS (125 mg/kg) si Bior-Ge s-au aratat capabile sa induca
esential activitatea ASAT 1n tesutul splenic al animalelor cu patologia modelata.

Este evident, ca suprimarea proceselor de sintezd proteica in splenocitele afectate va avea
repercusiuni nu numai asupra activitatii ALAT, dar si asupra altor enzime, activitatea carora intr-
un proces patologic va fi dependentd in mare masurd de viteza de sinteza proteici. In acest
aspect, un interes deosebit reprezintd studiul influentei remediilor autohtone asupra
metabolismului glucidic in imunodeficienta experimentala.

Modificarile activitatii enzimelor metabolismului glucidic in tesutul lienal la animalele cu
imunodeficientd ciclofosfanica, precum si sub influenta medicatiei cu remedii de origine

cianbacteriana sunt expuse in datele statistice din tabelul 4.2.

Tabelul 4.2. Activitatea enzimelor metabolismului glucidic in tesutul lienal la animalele
cu ID ciclofosfanica si sub influenta medicatiei cu remedii de origine cianobacteriana

Loturi Indici studiati
. LDH-L, LDH-P, G-6-PDH, MDH-NADPd,
experimentale _
umol/s.g prot | pmol/s.g prot | umol/s.g prot nmol/s.g prot
Martor 6,08+0,39 2,28+0,15 160,2+1,2 7,13+1,09
(100%) (100%) (100%) (100%)
D 5,42+0,33 1,77+0,24 126,9+5,2** 7,14+1,30
(89%) (78%) (79%) (100%)
ID+PSS, 5,01+0,37 1,71+0,07 180,9+33,8 9,57+£1,03
50 mg/kg (82%) (75%) (113%) (134%)**
ID+PSS, 5,33+0,43 1,74+0,25 175,0+14,5 9,50+0,92
125 mg/kg (88%) (76%) (109%) (133%)**
. 5,49+0,27 1,96+0,17 174,9+42,9 8,76+1,26
ID+Bior-Ge
(90%) (86%) (109%) (123%)*

Nota: * — diferenta statistic semnificativa fata de lotul-martor, p<0,05; ** — p<0,01.

Studiul efectuat nu a relevat schimbari concludente ale enzimoactivitafii
lactatdehidrogenazei lactat dependente (LDH-L) si celei piruvat dependente (LDH-P) in toate
loturile de studiu. In acelasi timp, in tesutul lienal al animalelor intoxicate cu ciclofosfan se
deceleaza o suprimare sugestiva a enzimei suntului pentozic G-6-PDH cu 21%, fapt ce reduce

asigurarea cu NADPH a proceselor biosintetice.
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Utilizarea remediilor testate inlaturd declinul activitatii G-6-PDH si chiar conduce la o
crestere discretd a acestei enzime cu 9-13% fatd de nivelul lotului martor, pe cand
functionalitatea dehidrogenazei anabolice MDH-NADPd este indusa cu 23-34% sub influenta
remediilor testate. Astfel, administrarea remediilor de origine cianobacteriand favorizeaza
activizarea enzimelor NADP-dependente in tesutul lienal al animalelor cu ID ciclofosfanica si
care rezultd cu intensificarea productiei de NADPH redus, rolul caria constd in asigurarea
proceselor biosintetice si accelerarea proceselor reparatorii in tesuturi [22, 23].

Lizozomii sunt organite celulare implicate in turnoverul diferitor macromolecule. Una
dintre functiile lor majore este asigurarea puritdtii mediului intern al organismului prin
metabolizarea substantelor exogene si endogene, degradarea materialului extracelular, precum si
a componentelor intracelulare care sunt transportate la lizozomi prin endocitoza sau autofagie.

Reesind din acestea, au fost intreprinse studii biochimice, vizadnd evaluarea activitatii
enzimelor lizozomale in tesutul splenic la animalele cu imunodeficientd ciclofosfanica, precum
si pe fon de medicatie cu RSS si remedii de origine cianobacteriand ce contin PSS si alte
principii bioactive (tabelul 4.3).

Analiza rezultatelor obtinute demonstreaza ca in intoxicatia cu ciclofosfan se inregistreaza
o reducere statistic concludenta a catepsinei B cu 29% fatd de valorile martorului. Modificarile

activitatii celorlalte catepsine studiate au fost statistic neconludente (tabelul 4.3).

Tabelul 4.3. Activitatea catepsinelor B, D, G si H (nmol/s'g prot) in tesutul lienal la animalele
cu ID ciclofosfanica si influenta medicatiei cu remedii autohtone

Loturi Indicii studiati
experimentale | Catepsina B Catepsina D Catepsina G Catepsina H
Martor 15,55+0,96 0,511+0,02 12,95+0,13 12,47+1,29
(100%) (100%) (100%) (100%)
CF 11,03+0,12** 0,557+0,12 11,33+0,76 11,75+0,41
(71%) (109%) (87%) (94%)
CF+PSS, 12,25+1,38 0,569+0,01 11,90+0,68 10,15+1,10
50 mg/kg (79%) (111%) (92%) (81%)
CF+PSS, 11,2241,02*% | 0,312+0,03** 12,45+0,24 11,9340,93
125 mg/kg (72%) (61%) (96%) (96%)
CF+Bior-Ge 12,55+0,43 0,415+0,05 12,75+0,48 8,76+0,79
(81%) (81%) (98%) (70%)

Nota: * — diferenta statistic semnificativa fata de lotul-martor, p<0,05; ** — p<0,01.

S-a constatat ca, administrarea PSS si a remediului Bior-Ge nu revoca restabilirea valorilor

catepsinei B, activitatea acesteia mentindndu-se cu 19-21% mai redusa in raport cu martorul, dar
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conduce la restabilirea valorilor catepsinei G. PSS in doza 125 mg/kg conditioneaza depresia
substantiald (cu 39%, p<0,01) a catepsinei D. Dupa cum se vede din datele expuse, remediile
testate, de asemenea, nu influenteaza esential activitatea catepsinei H la animalele cu ID
ciclofosfanica, aceasta mentindndu-se in limite normale.

Modificarile LAP si elastazei in tesutul lienal la intoxicatia cu ciclofosfan si sub actiunea

unor remedii cianobacteriene sunt expuse in figura 4.1.
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Figura 4.1. Modificarile nivelului functional al leucinaminopeptidazei (LAP) si elastazei in
tesutul splenic in ID ciclofosfanica si influenta remediilor cianobacteriene
(PSS 50 mg/kg si 125 mg/kg si Bior-Ge)
Nota: Axa'Y — %; axa X — loturile de studiu;
diferenta statistic semnificativa fatd de lotul-martor, ** — p<0,01.

Dupa cum se vede in ID ciclofosfanica, activitatea LAP creste veridic cu 56%, iar cea a
elastazei nu se modifica. Totodata, remediile testate conduc la restabilirea valorilor normale ale
LAP prin diminuarea expresarii excesive a acestei enzime provocata de intoxicatia cu CF.

Rezultatele de evaluare a modificarilor hidrolazelor acide in tesutul lienal in ID
ciclofosfanica, precum si la administrarea unor remedii sunt expuse in datele statistice din tabelul
4.4.

Activitatea [-glucozidazei si [B-galactozidazei din tesutul splenic la intoxicatia cu
ciclofosfan nu suferd schimbari esentiale, in timp ce nivelul celorlalte hidrolaze este afectat mult
mai important.

Din datele expuse in tabelul 4.4 se evidentiaza reducerea esentiala a activitatii N-acetil-3-
D-glucozaminidazei (NAG), iar activitatea fosfatazei acide inscrie un salt brusc, fapt ce ar putea
fi explicat prin majorarea expresiei acestei hidrolaze in celulele splenice sub influenta noxei

splenotrope.
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Tabelul 4.4. Modificarile enzimelor lizozomale — fosfatazei acide, B-glucozidazei, -
galactozidazei, N-acetil-B-D-glucozaminidazei, arilsulfatazelor A si B, arilsulfatazei C in tesutul
lienal in ID ciclofosfanica si influenta unor remedii autohtone ( nmol/s'g prot)

) Indicii studiati
Loturi i i
] Fosfataza B- B- Arilsulfataza | Arilsulfataza
experimentale ) . . NAG )
acida glucozidaza | galactozidaza AsiB C
Mart 2,54+0,22 | 0,544+0,02 3,75+0,14 21,31+0,15 6,41+0,47 5,64+0,73
artor
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
D 4,43+0,13* | 0,584+0,02 3,57+0,38 16,94+0,62* | 6,52+0,01 7,23+0,53
(174%) (107%) (95%) (79%) (102%) (128%)
ID+PSS, 3,330,317 | 0,63120,06 | 3,47£0,50 | 13,27+1,39* | 6,18+0,58 | 6,98+0,86
50 mg/kg (131%) (116%) (93%) (62%) (96%) (124%)
ID+PSS, 4,51+0,78** | 0,643+0,03 3,72+0,16 14,95+0,95* | 6,21+0,43 6,72+0,61
125 mg/kg (178%) (118%) (99%) (70%) (97%) (119%)
) 4,01+0,33* | 0,567+0,01 3,62+0,07 15,49+0,63* | 5,80+0,30 5,85+0,47
ID+Bior-Ge
(158%) (104%) (97%) (73%) (90%) (104%)

Nota: * — diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, p<0,05; ** — p<0,01,
## _ diferentd statistic semnificativa fata de lotul cu ciclofosfan, p<0,01.

Administrarea PSS si a remediului Bior-Ge nu modifica esential activitatea 3-glucozidazei
si B-galactozidazei in raport cu valorile normale. In acelasi timp, activitatea N-acetil-B-D-
glucozaminidazei (NAG) ramane la cote joase, similare celor inregistrate la animalele cu
intoxicatie ciclofosfanica. PSS in doza 125 mg/kg si remediul Bior-Ge nu reduce supra-
expresarea fosfatazei acide indusid de ciclofosfan. In acelasi timp PSS in doza 50 mg/kg
contribuie la reducerea veridica a activitatii fosfatazei acide in raport cu patologia netratata.

S-a constatat cd, remediile PSS si Bior-Ge pe fondal de intoxicatie ciclofosfanica nu
provoaca careva modificari esentiale ale enzimelor lizozomale — arilsulfatazelor A si B,
arilsulfatazei C.

Astfel, polizaharidele sulfatate poseda capacitatea de a modula starea functionald a
lizozomilor splenocitelor, fapt demonstrat prin mentinerea la valori sporite a fosfatazei acide,
supresiei N-acetil-B-glucozaminidazei, si, totodatd, manifesta actiune stabilizatoare asupra
membranelor lizozomale, datorita reducerii functionalitatii catepsinei B si D, pastrarii in limite
normale a catepsinei G si H, -glucozidazei, arilsulfatazelor.

Este cunoscut faptul cd procesele de oxidare cu radicali liberi afecteazd important
compozitia chimica a membranelor biologice, permeabilitatea, activitatea enzimelor precum si
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alte caracteristici functionale ale celulei. SRO si SRA, de asemenea, provoacd modificari
oxidative ale proteinelor, care includ carbonilarea oxidativa, S-nitrozilarea, S-sulfonarea, S-
glutationilarea si formarea de disulfuri si care pot fi clasificate in doud categorii: modificari
ireversibile si modificari reversibile. In afara de efectele nocive sau daunitoare ale modificarilor
oxidative ale proteinelor, ultimele pot exercita diverse efecte benefice, protectoare, fapt ce ar
permite dezvoltarea unor noi abordari terapeutice in preventia si combaterea diferitor boli [61].
Rezultatele evaludrii unor indici ai stresului oxidativ in tesutul lienal la animalele cu

imunodeficienta ciclofosfanica sunt expuse in datele statistice din tabelul 4.5.

Tabelul 4.5. Influenta PSS asupra indicilor SO in tesutul lienal la animalele
cu imunodeficientd experimentala

_ Loturi experimentale
Indicii
studiati Martor ID ID+PSS ID+PSS
’ 50mg/kg 125mg/kg

DAM, 114,3+3,09 120,0+5,09 116,4+2,71 118,9+5,22
nmol/g tesut (100%) (105%) (102%) (104%)
AOPP, 188,6+5,05 105,7+£7,24* 154,2+13,02# 150,3+£10,82*#
nmol/g prot (100%) (56%) (82%) (80%)
PIM, 211,7+9,16 186,3+9,69 226,7£15,70 190,7+5,53
umol/g prot (100%) (88%) (107%) (90%)
AGE, 2,96+0,43 4,13+0,48 3,15+0,57 3,20+0,16
umol/g prot (100%) (140%) (106%) (108%)
NO, 0,639+0,06 0,705+0,03 0,845+0,01** 0,757+0,04
umol/g tesut (100%) (110%) (132%) (118%)
ii-trozo tioli, 39,62+4,7 24,5843,39* 24,58+3,4* 17,69+2,45**
amol/g prot (100%) (62%) (62%) (45%)

Nota: * — diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, p<0,05;
# — diferenta statistic semnificativa cu lotul cu ciclofosfan, p<0,05.

Studiile efectuate demonstreaza ca in imunodeficienta ciclofosfanica are loc reducerea
nivelului de AOPP cu 44% (p<0,05); PIM cu 12% (p>0,05) si S-nitrozotioli cu 38% (p<0,05), si
cresterea continutului de AGEs cu 40%, dar aceastd deviere nu avea relevantd statistica.
Continutul DAM nu se modifica.

Administrarea PSS in doza 50 mg/kg practic readuce nivelul AOPP, PIM si AGEs la valori
normale, si, totodata, face sa creasca continutul de oxid nitric in tesutul lienal cu 32% (p<0,05).
PSS 1n aceastd doza n-a influentat nivelul de S-nitrozotioli, care a ramas scazut si nu se deosebea
de cel al animalelor intoxicate cu CF.
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PSS in doza 125 mg/kg induce o crestere veridicad a continutului de AOPP cu 24% fatd de
patologia netratatd, dar acest indice a rdmas cu 20% (p<0,05) mai redus in comparatie cu
martorul. Nivelul de PIM, AGEs si NO practic nu se deosebea de cel al animalelor intacte.
Remediul PSS in doza 125 mg/kg nu anihileaza deficitul de S-nitrozotioli la anumalele intoxicate
cu CF, dar contribuie la accentuarea acestui deficit (reducere esentiald cu 55% fata de valorile
martor).  Acest fapt s-ar putea datora inductiei sau amplificarii fortei catalitice ale
denitrozilazelor — S-nitrozoglutation reductazei si tioredoxinei, enzime care mediaza
denitrozilarea cisteinei din catena laterald a proteinelor. Anume, aceste enzime prin multiple cai
de semnalizare regleaza functia anumitor receptori si influenteaza diverse raspunsuri celulare
[222]. In plus, acestea reduc dezvoltarea stresului nitrozativ, exercitand astfel efecte profunde
asupra interactiunilor gazda-microb si imunitatii innascute [55]. De notat, ca S-nitrozotiolii ca
donatori de NO sunt capabili sa declanseze sau sa suprime apoptoza celulelor imune [74], iar S-
nitrozoglutation reductaza, prin reglarea S-nitrozilarii si apoptozei, poate exercita un rol protectiv
in dezvoltarea sistemului imunitar [222].

Studiul nostru a demonstrat eficacitatea PSS care are proprietatea de a restabili deficitul
de AOPP si de a normaliza continutul de PIM in splina la animalele cu imunodificienta indusa de
CF, moment important, deoarece cercetdrile in domeniu, au stabilit ca, AOPP joaca un rol
important in reglarea functiei celulelor dendritice. Acestea, fiind tratate cu AOPP, devin inductori
puternici ai mitogenezei oxidative, totodata, AOPP servesc ca amplificatoare ai functiei celulelor
dendritice [40].

Rezultatele determinarilor indicilor sistemului antioxidant in tesutul lienal la animalele cu
imunodeficienta ciclofosfanica si la administrarea PSS sunt prezentate in tabelul 4.6.

Datele expuse demonstreaza ca sub influenta CF creste activitatea catalazei, GST si y-GTP,
iar modificarile SOD-lui au fost statistic neveridice. Cercetarile efectuate au evidentiat efectele
medicatiei cu PSS, care impulsioneazd restabilirea dozo-dependentd a majoritatii indicilor
protectiei antioxidante in tesutul lienal al animalelor cu ID ciclofosfanica (tabelul 4.6).
Tratamentul cu PSS in ambele doze favorizeaza reducerea functiei y-GTP (cu 40%—55%) in
raport cu patologia netratata, dar enzima datd nu atinge nivelul martor.

Totodata, PSS in doza 125 mg/kg influenteaza negativ asupra enzimoactivitatii SOD-lui,
provocind supresarea acesteia cu 26% in raport cu valorile de referintd ale martorului.

Astfel, studiul nostru demonstreaza cd intoxicatia cu CF determina disfunctii pronuntate in
sistemul protectiei antoxidante, iar administrarea Bioremediului PSS contribuie la normalizarea

sau minimizarea disfuctiilor majoritatii indicilor studiati.
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Tabelul 4.6. Influenta PSS asupra indicilor protectiei antioxidante in tesutul lienal la animalele
cu imunodeficienta experimentald

Loturi experimentale
Indicii studiati Martor D ID+PSS, ID+PSS,
50 mg/kg 125mg/kg

SOD, 27,31+1,1 31,08+1,51 29,2742,57 | 20,16+1,18**##3$$
u/g prot (100%) (114%) (107%) (74%)
Catalaza, 8,60+0,95 11,95+1,15* 11,0+1,16 8,82+0,84
umol/s'g prot (100%) (139%) (127%) (103%)
SH-grupe proteice, | 25,40+2,52 25,29+0,98 26,58+2,98 25,2243,01
mmol/g prot (100%) (99,5%) (105%) (99%)
GST, 1,58+0,12 2,5140,38* 2,3140,31* 1,49+0,15
nmol/s'g prot (100%) (159%) (133%) (94%)
v-GTP, 10,44+0,05 | 32,58+2,73*** | 19,774+3,25** 14,79+1,33##
nmol/s g prot (100%) (312%) (189%) (142%)

Nota: * — diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001.

Reesind din faptul cd GST si y-GTP joaca un rol important in homeostazia GSH si a
sistemului de aparare contra stresului oxidativ celular, dar si in proliferarea celulara [82, 97, 136,
185], bioremediul PSS ar putea manifesta un efect protector asupra modificarilor homeostaziei

redox celulare specifice diverselor afectiuni ale sistemului imun.

4.2. Influenta PSS asupra indicilor imunobiochimici in maduva osoasa in imunodeficienta

ciclofosfanica

In tabelul 4.7 sunt expuse rezultatele studiului privind modificarile indicilor hematologici

de baza la modelarea ID ciclofosfanice si sub influenta PSS.

Tabelul 4.7. Indicii sangvini la sobolani cu ID ciclofosfanica si sub influenta PSS

... .. ID+PSS ID+PSS
Indicii studiati Martor ID 50mg/kg 125mglkg
.9 7,13+0,93 0,8+0,13 1,24+0,34 1,13+0,28
WBC,110°7L (100%) (11%) (17%) (16%)
12 7,26+0,24 4,71+0,42 5,28+0,37 5,81+0,2
RBC, 1107/L (100%) (65%) * (73%) (80%) *, #
Hb. o/l 130,7+5,93 81,0+6,81 96,0+6,2 103,0+£2,72
9 (100%) (62%) (73%) (79%)
Limfocite,1'109 2,6+0,13 0,26+0,09** 0,38+0,08** 0,36+0,05**
/L (100%) (10%) (15%) (14%)

Nota: Veridicitatea statistica fata de de lotul-martor, * — p<0,05; ** — p<0,01;
fata de lotul-CF: # — p<0,05.
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Datele expuse indicd la instalarea unei stiri de imunodeficienta severa la animalele luate Tn
studiu care se manifestd prin descresterea pronuntatd a numarului de leucocite si limfocite.
Medicatia cu PSS in dozele 50 si 125 mg/kg, desi contribuie la cresterea numarului de leucocite
st limfocite, totusi, nu anuleaza dereglarile induse de CF.

Cercetarile efectuate demonstreaza ca la animalele cu ID numarul de eritrocite (RBC) si
continutul de hemoglobina (Hb) scade fatd de indicii Inregistrati in lotul martor. Medicatia cu
PSS favorizeaza restabilirea partiald a indicilor RBC si Hb.

La administrarea in doze minimale efectele PSS asupra imunosupresiei indusa de CF au
fost mai discrete [24]. Rezultatele obtinute de noi concorda cu datele unor autori [221] care
evidentiaza efectele chemo- si radioprotective ale PSS asupra sistemului hematopoietic la
actiunea CF si a iradiatiei cu Co® in experiente pe animale.

Datele privind relatiile functionale ale enzimelor metabolismului glucidic in maduva

osoasa in ID experimental sunt expuse in datele statistice din tabelul 4.8.

Tabel 4.8. Modificarile indicilor metabolismului glucidic in maduva osoasa
in imunodeficienta experimentala si influenta unor remedii de origine cianobacteriana

. HK, PK, LDH, GLDH, Lactat,
Loturi de _ _ _ _ SDH,
studiu umol/sg | nmol/sg | umol/sg umol/sg nmolisg prot mmol/g
prot prot prot prot prot
Martor 214,0+£2,5 | 5,1+0,12 | 1,30+0,17 | 165,7+20,5 0,426+0,11 133,5+18,2
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
D 176,0+£20,3 | 4,3+0,6 | 1,63+0,16 | 102,1+3,2 0,166+0,02* 116,5+18,1
(82%) (85%) (125%) (62%)* (39%) (87%)
ID+PSS | 171,0+16,5 | 4,9+0,94 | 1,12+0,19 | 105,3+13,3* 0,378+0,11 109,3+4,9
50 mg/kg (80%) (97%) (86%) (64%) (89%) (82%)
I1IZ2);PSS 192,8+25,3 | 6,0+0,81 | 1,17+0,28 | 147,2+20,8 0,364+0,04 133,6+13,6
marka (90%) (119%) (90%) (89%) (86%) (100%)
ID+Bior- | 205,3£28,0 | 5,4+0,57 | 1,26+0,23 | 167,7£26,4 | 1,136:£0,34** ## | 129,2+14,4
Ge (96%) (107%) (97%) (101%) (267%) (97%)

Nota: * — diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, p<0,05; ** — p<0,01;
fata de lotul-CF: ## — p<0,01.

Dupa cum se vede, in rezultatul actiunii CF activitatea enzimelor hexokinaza (HK) si
piruvatkinaza (PK) discreste neimportant, adicd statistic neconcludent, iar nivelul functional al
LDH creste cu 25% 1in raport cu indicele martor, dar aceastd modificare s-a dovedit a fi fara

relevanta statisticd. In acelasi timp, are loc o diminuare discretd a valorilor produsului final al
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glicolizei anaerobe lactatului, ceea ce indica la tendinta de reducere a intensitatii metabolismului
energetic anaerob in ID ciclofosfanica [14].

Activitatea enzimelor ciclului Krebs — glutamat dehidrogenaza (GLDH) si SDH scade
pregnant cu 38% si, respectiv, cu 61% in raport cu martorul, fapt ce afecteaza procesele
oxidative aerobe si metabolismul energetic in celule maduvei osoase. Reducerea notabila a
enzimoactivitatii SDH la animalele intoxicate cu CF poate conduce la cresterea nivelului de
succinat. Succinatul poate actiona ca moleculd de semnalizare prin expresarea factorului de
inducere a hipoxiei 1-alfa (HIF-1a), care, in mod specific mareste expresia genelor citokinelor
proinflamatorii, cum ar fi IL-1p si altor gene HIF-1a-dependente si, totodata, el poate modifica
activitatea proteinelor prin succinilizarea lor [124, 193].

Medicatia animalelor cu PSS in doza de 50 mg/kg conduce la activizarea SDH, care practic
nu se deosebea de nivelul martorului. Activitatea GLDH a ramas la nivel scazut, similar celui
inregistrat in lotul animalelor cu patologia netratatd. Administrarea PSS 1n doza de 125 mg/kg s-
a dovedit a fi mai eficientd, deoarece practic toti indicii metabolismului glucidic studiati in
maduva osoasa revin catre valorile martorului. Tratamentul ID experimental cu Bior-Ge in doza
de 1mg/kg deasemenea contribuie la normalizarea activitatii enzimelor metabolismului glucidic,
cu exceptia SDH, activitatea careia creste cu 167% in raport cu martorul.

Activizarea SDH sub actiunea remediului Bior-Ge, inregistratd in cercetarile noastre,
prezintd un mare interes, deoarece cresterea SDH ar putea reduce nivelul succinatului, molecula
de semnalizare endogena, care joacd un rol important in bolile inflamatorii si cancer [179].

Modificarile activitdtii enzimelor metabolismului adenilic la sobolani cu ID experimental
sunt prezentate in figura 4.2. In conditiile ID se majoreaza veridic cu 133% activitatea AMP-zei
(p<0,05) si scade neimportant cu 16% activitatea ADA-zei. Dupa tratarea cu PSS in doza de 50
mg/kg si 125 mg/kg, activitatea AMP-azei discreste cu 85-80% 1in raport cu patologia netratata,
dar ramine la nivel 1nalt comparativ cu martorul (p<0,05). Activitatea ADA-azei atinge valorile
martorului doar in cazul tratarii cu PSS in doza de 125 mg/kg. Administrarea Bior-Ge induce
majorarea activititii acestor enzime comparativ cu lotul martor. In ID s-a constatat sciderea

neesentiala a valorilor FA, care se normalizeaza la tratarea cu PSS in doza de 125 mg/kg si Bior-

Ge in doza de 1mg/kg [14].
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Figura 4.2. Modificarile activitatii enzimelor metabolismului adenilic si fosfatazei alcaline (FA)
in maduva osoasa in ID si influenta PSS si remediilor cianobacteriane ce contin PSS
Nota: Axa'Y — %; axa X — loturile de studiu;
diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, * — p<0,05; ** — p<0,01.

Remarcam, ca mentinerea la valori sporite a expresiei AMP-zei si supresia insugestiva a
ADA-zei influenteaza pozitiv asupra concentratiei extracelulare de adenozind in maduva osoasa,
iar adenozina prin intermediul receptorilor adenozinici A1, A2A, A2B si A3 mediaza numeroase
cai de semnalizare intracelulara, inclusiv, reactiile immune, functiile celulelor endoteliale,
raspunsul inflamator sistemic etc. [93, 116, 152]. Astfel, remediile studiate sunt apte sa
amelioreze esential procesele axidative aerobe si metabolismul energetic in celulele maduvii

osoase prin efectul lor pozitiv asupra metabolismului glucolitic si nucleotidic.

Tabel 4.9. Activitatea enzimelor hidrolazelor lizozomale in maduva osoasa in imunodeficienta
experimentala si influenta unor remedii de origine cianobacteriana

Loturi Indicii studiati
. Catepsina D, Catepsina H, Catepsina G, Elastaza,
experimentale _ _ _ _
ng/sg prot nmol/s'g prot nmol/s'g prot nmol/s'g prot
Martor 0,45+0,11 5,81+0,36 2,4+0,23 14,66+1,89
(100%) (100%) (100%) (100%)
D 0,91+0,15* 4,19+0,13* 2,2+0,34 16,99+1,93
(200%) (72%) (92%) (116%)
ID+PSS 0,55+0,13 3,95:+0,26** 3,94+0,36* 13,47+1,32
50mg/kg (123%) (68%) (164%) (92%)
ID+PSS 0,83+0,03* 4,34+0,38* 4,68+0,41* 17,45+2,73
125mg/kg (184%) (75%) (195%) (119%)
ID+Bior-Ge 0,81+0,14* 4,26+0,61* 3,78+0,26* 13,98+1,21
(181%) (73%) (155%) (95%)
Nota: * — diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, p<0,05; ** — p<0,01.
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Influenta remediilor studiate asupra activitdtii enzimelor lizozomale in maduva osoasd in
conditiile imunodeficientei modelate este prezentata in tabelul 4.9.

Remarcdm cd in conditii patologice activitatea catepsinei D este deosebit de naltd, ea
depasind de 2 ori valorile lotului martor, iar dupa remedierea animalelor cu preparatele studiate,
tinde spre normalizare doar in cazul administrarii PSS in doza de 50 mg/kg. Dupa medicatia cu
PSS 125 mg/kg si Bior-Ge 1mg/kg functia enzimei se tempereaza usor, dar nu revine in cadrul
normal.

Activitatea catepsinei H scade veridic (cu 38%) in patologia modelata (p<0,05) si nu se
normalizeaza sub influenta tratamentului cu PSS si Bior-Ge.

In ID experimental activitatea catepsinei G scade neimportant cu 8%, insa tratamentul cu
remediile studiate induce majorari esentiale ale activitatii acestei catepsine in toate cazurile [13].

Conform rezultatelor expuse in tabelul 4.10, activitatea B-glucuronidazei, p-galactozidazei
sl B-glucozidazei scade neimportant in ID experimental si la tratarea cu PSS in doza de 50 mg/kg

si revine in cadru normativ sub influenta PSS in doza de 125 mg/kg.

Tabel 4.10. Activitatea enzimelor hidrolazelor lizozomale in maduva osoasa in imunodeficienta
experimentala si influenta unor remedii de origine cianobacteriana

Indicii studiati
Loturi F. acida, B- B- b- Arilsulfataza
. . . . glucozidaza, AsiB,
experimentale | nmol/s,g | glucuronidaza, | galactozidaza, , ,
rot nmol/s'g prot | nmol/sg prot nmol/sg nmol/sg
P gp gp prot prot
Martor 104,6+3,46 5,68+0,48 6,5+0,87 1,97+0,13 19,91+3,01
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
CF 101,2+11,2 4,06+0,24 5,57+0,65 1,59+0,09 20,68+2,78
(97%) (71%) (86%) (81%) (104%)
CF+PSS 98,73+7,48 4,25+0,09 5,28+0,29 1,45+0,12 16,95+1,91
50mg/kg (94%) (75%) (81%) (74%) (85%)
CF+PSS 115,2+12,0 5,68+0,14 6,36+0,72 1,58+0,18 20,2242.58
125mg/kg (110%) (100%) # (98%) (80%) (102%)
. 141,0+13,2 5,72+0,9 7,0+0,72 2,30+0,43 | 17,4+0,78
CF+Bior-Ge
(135%) (101%) (108%) (117%) (87%)

Nota: # — diferenta statistic semnificativa fata de lotul-CF, p<0,01.

La administrarea Bior-Ge se inregistreaza cresterea notabild a valorilor fosfatazei acide cu

35% in raport cu valorile martor.
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Activitatea arilsulfatazei A si B nu se modifica in patologia modelata si la tratarea cu PSS
in doza de 125 mg/kg, insd manifestd tendinta de micsorare in cazul administrarii PSS in doza de
50 mg/kg si la medicatia cu Bior-Ge.

Astfel, remediile studiate, PSS si Bior-Ge posedad capacitate diversd de actiune asupra
enzimelor lizozomale. Nu se exclude cd activizarea catepsinei G reprezintd un mecanism de
actiune pozitiva a acestor remedii.

Datele literatutii indicd ca catepsina G este o enzimd multifunctionald, prezentd in
granulele azurofilice ale neutrofilelor, care participd nu numai in calea non-oxidativa de
distrugere a patogenilor, dar si in mecanismele de modularea raspunsului imun prin procesarea
citokinelor, chemokinelor, factorilor de crestere, procesarea si activarea receptorilor celulari etc.
[59, 127].

Rezultatele studierii unor indici ai stresului oxidativ in maduva osoasa in ID experimental

sunt expuse 1n tabelul 4.11.

Tabel 4.11. Indicii SO in maduva osoasa in imunodeficienta ciclofosfanica si influenta unor
remedii de origine cianobacteriana

Indicii studiati
Loturi S-
. DAM, AOPP, AGEs, NO, : .
experimentale mol/g prot | umol/g prot | umol/g prot | umol/g tesut nitrozotioli
pumol/g p pmol/g p umol/g p pmol/g t nmol/g prot
Martor 1,02+0,12 9,0+0,97 3,02+0,29 1,86+0,44 | 308,3+45,7
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
D 0,81+0,05 7,21+0,7 2,98+0,29 | 2,27+0,64 | 252,5+334
(80%) (80%) (99%) (121%) (82%)
ID+PSS 0,98+0,03 6,76+0,41 2,95+0,25 1,66£0,36 | 269,2+31,3
50 mg/kg (96%) (75%) (98%) (88%) (87%)
ID+PSS 0,96+0,07 8,42+0,9 3,47+0,44 | 2,28+0,55 290,2+42,9
125 mg/kg (94%) (94%) (115%) (121%) (94%)
. 1,58+0,15* | 7,37+0,47 | 4,34+0,34* 1,8+0,15 309,0+38,1
ID+Bior-Ge
(155%) (82%) (144%) (96%) (100%)

Nota: * — diferenta statistic semnificativa vs lotul-martor, p<0,05.

Sub influenta ciclofosfanului se atesta o scadere discreta cu pand la 20% a valorilor DAM,
AOPP si S-nitrozotioli. La administrarea PSS in ambele doze se normalizeaza valorile DAM, iar
Bior-Ge induce majorarea cu 55% a acestui indice. Valorile AOPP revin in cadrul normal doar la

actiunea PSS in doza de 125 mg/kg. AGE practic nu este influentat de ciclofosfan si de PSS in
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doza de 50 mg/kg, dar se majoreaza la tratarea imunodeficientei cu PSS in doza de 125 mg/kg cu
15% (p>0,5), iar la suplimentarea cu Bior-Ge — cu 44% (p<0,05).

Oxidul nitric la modelarea ID creste cu 21% si revine la normal dupa administrarea Bior-
Ge. Remedierea ID ciclofosfanice cu preparatele studiate readuce nivelul S-nitrozotiolilor in
cadrul normal, cele mai eficiente in acest caz fiind PSS in doza de 125 mg/kg si Bior-Ge.

Rezultatele de evaluare a enzimelor pro- si antioxidante in maduva osoasa sunt prezentate
in datele statistice din tabelul 4.12.

Oxidazele NADH- si NADPH- dependente reprezintd complexe enzimatice membranare
care genereaza anioni superoxizi si care nimicesc bacterii si fungi, pot inactiva enzimele
metabolice critice, induce peroxidarea lipidelor [109].

Dupa cum se vede, in intoxicatia cu CF in mdduva osoasa are loc diminuarea potentialului
pro-oxidant care se manifesta prin reducerea activititii NADPH-oxidazei cu 21%, NADH-
oxidazei cu 22% si MPO cu 24%, fapt ce ar putea afecta capacitatea fagocitara si compromite

eliminarea celulelor afectate de catre celulele imune.

Tabel 4.12. Activitatea enzimelor pro- si antioxidante in maduva osoasa in imunodeficientd
ciclofosfanica si influenta unor remedii de origine cianobacteriana

Indicii studiati
Loturi MPO, NADPH- NADH- Catalaza,
. . oxidaza, oxidaza, SOD, ,
experimentale | umol/s'g . , umol/sg
umol/s'g umol/s'g u/g prot
prot prot
prot prot
Martor 5,87+0,61 1,69+0,17 2,5+0,21 71,94+6,62 1,34+0,15
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
D 4,48+0,86 1,33+0,12 | 1,96+0,17* | 63,8+7,27 | 0,74+0,1*
(76%) (79%) (78%) (89%) (56%)
ID+PSS 3,09+0,34* | 1,18+0,04 1,74+0,06 51,944,0 0,87+0,13
50 mg/kg (53%) (70%) (70%) (72%)* (65%)*
ID+PSS 3,87+0,24* 1,17+0,14 1,73+£0,21 | 58,6+12,75 1,03+0,1
125 mg/kg (66%) (69%) (69%) (82%) (77%)
. 3,424027*% | 1,5+0,11 2,22+0,17 | 81,0+11,02 | 1,06+0,05
ID+Bior-Ge
(58%) (89%) (89%) (113%) (79%)

Nota: * — diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, p<0,05.

Medicatia cu PSS s-a dovedit a fi putin eficienta, deoarece activitatea oxidazelor NADH- si

NADPH- dependente a ramas la nivel redus, similar celor inregistrate la animalele netratate.
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Intoxicatia ciclofosfanica provoaca supresia verigii enzimatice a sistemului antioXidant,
ceea ce se manifestd prin scdderea semnificativa a activitatii SOD cu 28% si activitatii catalazei
cu 44%. Tratamentul patologiei modelate cu PSS influenteaza slab asupra remedierii tulburarilor
depistate in sistemul enzimelor pro- si antioxidante studiate, acestea mentinandu-se la nivel
redus, similar celor inregistrate la animalele netratate (tabelul 4.11). Preparatul Bior-Ge s-a
dovedit a fi mai eficient, deoarece, inlatura supresia SOD-Iui, activitatea MPO ramane redusa, iar
functia celorlalte emzime studiate tinde sa se restabileasca.

Cercetarile efectuate au scos 1n evidentda modificari ale indicilor metabolismului tiol-
disulfidic in maduva osoasa manifestate prin diminuarea activitatii GR, glutaredoxinei (GRX) si
a SH-grupelor si cresterea expresivitatii GPO (cu 34%) la animale in ID experimental (tabelul
4.13).

Tabel 4.13. Modificarile indicilor metabolismului tiol-disulfidic in maduva osoasa in
imunodeficienta ciclofosfanica si influenta unor remedii de origine cianobacteriana

Loturi GR, GRX, GPO, GST, v-GTP, | SH-grupe,
experimentale nmol/sg | nmol/sg nmol/sg | nmol/sg | nmol/sg mmol/g
prot prot prot prot prot prot
Martor 59,1+7,0 1,6£0,06 35,840,1 2,87+0,53 | 7,41+0,78 30,8+2,08
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
D 42,1474 | 1,37+023 | 48,1+11,8* | 2,61+0,01 | 8,01+0,47 | 22,9+1,46*
(71%) (86%)* (134%) (91%) (108%) (74%)
ID+PSS 28,2+£3,1 | 0,94+0,09* | 35,7+10,5 | 2,99+0,16 | 5,42+1,05* | 21,8%1,15
50 mg/kg (48%)* (58%) (100%) (104%) (73%) (71%)*
ID+PSS 437+6,5 | 1,32+0,18 | 64,4+75* | 3,19+0,28 | 6,46+1,08 | 24,4+2,51*
125 mg/kg (74%) (82%) (180%) (111%) (87%) (79%)
ID+Bior-Ge 44,2+3,8 1,51+0,17 | 66,7+13,2* | 3,45+0,44 | 6,18+0,65 31,0+5,53
(75%) (95%) (186%) (120%) (83%) (101%)

Nota: * — diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, p<0,05.

Pe fond de tratament cu PSS in doza de 50 mg/kg are loc aprofundarea acestor modificari —
functionalitatea GR se micsoreaza cu 52%, glutaredoxina si y-GTP scad cu 42% si, respectiv,
27% (p<0,05), iar GPO se normalizeza. Totodata, PSS in ambele doze nu inlatura deficitul de
SH-grupe indus de CF. La administrarea Bior-Ge are loc restabilirea nivelului glutaredoxinei si
concentratiei SH-grupelor, iar activitatea GPO in acest caz creste important cu 86%.

La utilizarea PSS in doza de 125 mg/kg se produce activizarea GPO, care ajunge sa
depaseasca cu 80% valorile martorului, iar activitatea celorlalte enzime studiate se modifica

insugestiv. Astfel, remediile studiate influenteaza pozitiv asupra metabolismului tiol-disulfidic n
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maduva osoasd la modelarea ID experementele, ceea ce se manifesta prin proprietétile lor de

redresare sau normalizare si chiar cresterea valorilor indicilor acestui metabolism.

4.3. Influenta PSS asupra sistemului glutationic eritrocitar in norma si astmul bronsic

Rezultatele evaluarii influentei unor remedii autohtone de origine cianobacteriand —
polizaharide sulfatate si Bior cu continut de PSS si oligoelemente — germaniu si zinc (Bior-Ge si
Bior-Zn) asupra indicilor sistemului glutationic eritrocitar la testarea in vitro in conditii normale
si in astmul bronsic (AB) de severitate diferitd sunt reflectate in tabelele 4.14—4.18 si figurile
4.3-4.7.

Datele expuse atesta ca, la persoanele sdnatoase nivelul GSH in eritrocite scade veridic sub
influenta PSS 50 pg/ml si a Bior-Ge in dozele 50 si 100 ng/ml in comparatie cu nivelul initial,
pana la tratarea cu remediile studiate. Incubarea sangelui bolnavilor in mediu nutritiv DMEM fara

remedii, timp de 24 ore nu cauzeaza modificari cu semnificatie statisticd ale continutului de GSH.

Tabelul 4.14. Influenta unor CBA autohtoni asupra continutului de glutation redus (umol/g Hb)
in eritrocitele persoanelor conditionat sanatoase si la pacientii cu astm bronsic (cercetdri in vitro)

Loturile experimentale
Remediile | Persoane AB % AB % AB %
. conditionat . . . . . .
studiate séné‘;oase persistent | fazd de | persistent | fazd de | persistent | fazd de
usor martor | moderat | martor sever martor
(martor)
Ser 0,380+0,02 | 0,437+0,02 0,411+0,03 0,383+0,01
H 2 2 b 11 0/ b b 1 0/ b 2 1 10/
fiziologic (100%) (100%) S 100%) 08% 1 (1009%) 01%
PSS + + 9 + +
0,327+0,01 | 0,414+0,02 | 127% | 0,365+0,04 112% 0,334+0,02 102%
50pg/ml (86%)** (95%) # (89%) (87%)
P + + 9 + +
SS 0,343+0,02 0,44+0,03 128% | 0,379+0,03 110% 0,37240,03 108%
100pg/ml (90%) (101%) # (92%) (97%)
ior- + + 9 + +
Bior-Ge 0,333+0,01 | 0,447+0,03 | 134% | 0,358+0,02 108% 0,338+0,02 102%
50ng/ml (88%)** (102%) # (87%) (88%)*
Bior-Ge 0,311+0,02 | 0,423+0,01 | 136% | 0,293+0,01 949 0,396+0,02 | 127%
100ng/ml (829%)* (97%) # (7196)*** ° 1 (103%) #
Bior-Zn + + + +
(0] 0,377+0,02 | 0,394+0,01 105% 0,307+0,02 81% 0,33340,02 88%
50ng/ml (99%) (90%) (75%)* (87%)

Nota: nivel initial — pana la tratarea eritrocitelor cu remediile studiate; * — diferenta statistic
semnificativa fata de nivelul initial in patologie: p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001; #_
diferenta statistic semnificativa fatd de lotul martor (sdndtosi cu preparat): p<0,05; " p<0,01; #

h
— p<0,001.
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Figura 4.3. Modificarile continutului de glutation redus la pacienti cu astm bronsic in eritrocite
la tratarea cu remediile studiate (procente fata de valorile inregistrate in lotul persoanelor
conditionat sanatoase).

Nota: diferenta statistic semnificativa fata de lotul cu persoane conditionat sanatoase: * — p<0,05.
Axa X — loturile experimentale. Axa Y — %

Cercetarile efectuate denota ca remediile testate induc modificari veridice ale continutului
de GSH 1n eritrocitele pacientilor, cele mai semnificative fiind Inregistrate in lotul cu AB forma
usoara. In acest grup toate remediile (cu exceptia Bior-Zn 50 ng/ml) induc cresterea veridica a
concentratiei de GSH 1n comparatie cu martorul. Totodata, se evidentiaza scaderea continutului
de GSH in AB forma grava sub influenta Bior-Ge 50 ng/ml (p<0,05), iar in cazul formei
moderate — la actiunea Bior-Ge 100 ng/ml si a Bior-Zn 50 ng/ml (p<0,05), in comparatie cu
nivelul initial.

In tabelul 4.15 si figura 4.4 sunt prezentate rezultatele evaluirii influentei remediilor testate
asupra activitatii GR, din care reiesd ca, nivelul functional al acestei enzime la persoanele
sanatoase practic nu este influentat de remediile cercetate.

Modificari veridice ale GR au fost induse doar de Bior-Ge 100 ng/ml (reducere cu 20%,
p<0,05). In AB forma usoara nivelul initial al GR (pana la tratarea eritrocitelor cu remediile
studiate) s-a majorat cu 65% (p<0,001), in AB forma moderata cresterea s-a dovedit a fi statistic
neconcludentad, iar la bolnavii cu AB forma grava nivelul initial al enzimei se mentinea la valori
apropiate de cele specifice persoanelor sanatoase.

Rezultatele cercetarilor efectuate demonstreaza cd remediile studiate manifesta proprietatea
de a mentine la valori sporite activitatea GR in lotul cu AB forma usoara comparativ cu martorul

si care practic se deosebea putin de valorile inregistrate la incubarea sangelui fara remedii.
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Tabelul 4.15. Influenta unor CBA autohtoni asupra activitatii glutation reductazei (nmol/s'g Hb)
in eritrocitele persoanelor conditionat sanatoase si la pacienti cu AB (cercetari in vitro)

Loturile experimentale
Remediile | crecane AB % AB % AB %
. conditionat . . . . . .
studiate sﬁné';oase persistent | fard de | persistent fara de persistent fard de
usor martor moderat martor sever martor
(martor)
+ + 9 + +
S_e'r _ 58,5+4,0 96,4+7,5 165% 81,6+14,2 140% 53,6+4,5 92%
fiziologic (100%) (100%) Hutt (100%) (100%)
PSS 47,942,0 82,1£12,5 171% 23,3+2,2 49% 55,2+5,0 115%
50pg/ml (82%) (85%) H (29%)*** HitH (103%)
PSS 49,5+3,2 96,6+12,0 195% 30,5+3,4 62% 52,8+5,6 107%
100pg/ml (85%) (85%) HEE (37%)** 5 (99%) °
ior- + + 9 + +
Bior-Ge 47,842,8 112,442.9 235% 40,6+3,6 8506 53,8+10,2 113%
50ng/ml (82%) (117%) Hit (50%)* (100%)
ior- + + 9 + +
Bior-Ge 46,9+2,5 97,9+10,7 209% 46,2+4,3 98% 56,5+3,2 122%
100ng/mi (80%)* (101%) Hit (57%) (105%)
Bior-Zn 68,3+4,0 90,7+0,5 59,0+5,7 61,3+5,4
H 2 2 b 0 2 b 0 1 2 0
50ng/ml (117%) (94%) 133% (72%) 86% (114%) 0%

Nota: nivel initial — pana la tratarea eritrocitelor cu remediile studiate; * — diferenta statistic
semnificativa fatd de nivelul initial in patologie: p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001; L
diferenta statistic semnificativa fatd de lotul martor (sandtosi cu preparat): p<0,05; # _p<0,01; "

#_ p<0,001.
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Figura 4.4. Modificarile activitatii glutation reductazei la pacienti cu astm bronsic in eritrocite la

tratarea cu remediile studiate

(procente fata de valorile inregistrate in lotul persoanelor conditionat sanatoase).
Nota: diferenta statistic semnificativa fata de lotul cu persoane conditionat sanatoase: * —p<0,05.

Axa X — loturile experimentale. Axa Y — %.

in AB forma moderata, dimpotriva, se atestd o reducere concludentd a activititii GR in
eritrocite la tratarea sangelui cu PSS 1n ambele doze, atat fatd de lotul martor, cat si fatd de

nivelul inifial, obtinut la incubarea sangelui bolnavilor doar cu ser fiziologic fara remedii.
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Aceiasi diminuare a activititii GR comparativ cu martorul se inregistreaza si la utilizarea
remediului Bior-Ge in doza 50 ng/ml.

In AB forma grava tratarea sangelui cu remediile testate practic nu influenteaza asupra
activitatii. GR, aceasta mentinandu-se in limitele valorilor initiale inregistrate la incubarea
sangelui cu ser fiziologic fara remedii. Doar la utilizarea Bior-Zn 50 ng/ml se evidentiaza o
tendintd neconcludenta de crestere a activitatii enzimei fata de valorile initiale.

Rezultatele evaluarii influentei remediilor studiate asupra activitdtii G-6-PDH denotd o
crestere veridicd a acestei enzime la persoanele practic sandtoase, cu exceptia lotului in care s-a
testat remediul Bior-Zn 50 ng/ml, unde nu au fost constatate modificari concludente (tabelul 4.16,
figura 4.5).

Incubarea sangelui pacientilor cu AB in mediu nutritiv si ser fiziologic fara remedii induce
shimbari esentiale ale activitatii G-6-PDH — cresterea pregnanta de 6,5 ori in AB forma usoara,

de 4,6 ori iIn AB forma moderatd si de 2 ori in cea grava in comparatie cu valorile martorului

(p<0,001).

Tabelul 4.16. Influenta PSS, unor CBA asupra activitatii G-6-PDH (nmol/s'g Hb) in eritrocitele
persoanelor conditionat sdndtoase si la pacienti cu astm bronsic (cercetari in vitro)

Loturile experimentale
Persoane % % %
Remediile | = 1.t ohat AB fatd de AB fatd de AB fatd de
studiate séné';oase persistent martor persistent martor persistent martor
usor moderat sever
(martor)
Ser 20,15+0,8 130,16+3,6 646% 92,08+1,1 457% 41,83+1,7 208%
fiziologic (100%) (100%) biziesd (100%) fizizsd (100%) it
PSS 34,37+1,5 96,16£6,0 280% 67,51+4,6 196% 62,39+4,5 182%
50pg/ml (171%)*** (319%)* Hitt (73%)** Hitt (149%)** HitH
PSS 33,54+2,7 111,3+£11,3 332% 63,48+7,0 189% 59,754+2,3 178%
100pg/ml (166%)** (86%) #itt (69%)* #itt (143%)*** Hittt
Bior-Ge 32,41+£2,0 116,63+5,8 360% 65,774£5,5 203% 64,17+5,3 198%
50ng/ml (161%)*** (90%) it (71%)** it (153%)*** i
Bior-Ge 29,68+2,7 121,66+7,1 | 410% 50,14+1,8 169% 64,17+5,3 216%
100ng/ml (147%)** (93%) it (54%)*** it (153%)*** i
Bior-Zn 19,14+0,9 123,83+1,8 647% 58,5445,1 306% 53,39+3,3 279%
50ng/ml (95%) (95%) Hitt (64%)*** Hitt (129%)* Hitt

Nota: nivel initial — pana la tratarea eritrocitelor cu remediile studiate; * — diferenta statistic
semnificativa fatd de nivelul initial in patologie: p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001; #
diferentd statistic semnificativa fatd de lotul martor (sandtosi cu preparat): p<0,05; M _p<0,01; 7%

##
— p<0,001.
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Remediile testate exercitd actiune diferitd asupra nivelului G-6-PDH ce este in functie de

gravitatea astmului bronsic. Astfel, In AB forma usoara activitatea G-6-PDH ramane practic la

nivelul valorilor initiale inregistrate la incubarea sangelui cu ser fiziologic fard remedii.

In AB forma moderati acest indice atinge un nivel net superior martorului (depasind-ul de

cca 3 ori, p<0,001 in toate loturile), dar este cu 55-69% mai mic comparativ cu valorile initiale.
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Figura 4.5. Modificarile activitatii G-6-PDH la pacienti cu astm bronsic in eritrocite la tratarea

cu remediile studiate

(procente fata de valorile inregistrate in lotul persoanelor conditionat sanatoase).
Nota: diferenta statistic semnificativa fata de lotul cu persoane conditionat sanatoase: * —p<0,05;

** _p<0,01; *** — p<0,001.

Axa X - loturile experimentale. Axa Y - %.

In AB forma grava sub actiunea tuturor remediilor testate are loc activizarea concludenta a

G-6-PDH atat in comparatie cu martorul, cat si fatd de valorile initiale. Cresterea activitatii G-6-

PDH poate fi privitd drept o reactie de adaptare orientata spre sporirea fondului de NADPH

redus necesar pentru menginerea potentialului inalt reducdtor celular cat si al homeostaziei

celulare.

Datele expuse in tabelul 4.17 si figura 4.6 demonstreaza ca, in lotul martor sub influenta

remediilor testate nivelul GPO scade veridic, cu exceptia Bior-Zn 50 ng/ml, care induce cresterea

acestei enzime cu 33% (p<0,001) in comparatie cu nivelul initial.

Incubarea eritrocitelor pacientilor cu AB forma usoara si moderatd doar in mediu de

incubare, fard preparate, induce o crestere concludenta a activitatii GPO cu 34%, si respectiv, cu

40%. In forma grava nivelul functional al enzimei se mentine la valorile martorului.

120



Tabelul 4.17. Influenta CBA autohtoni asupra activitatii glutationperoxidazei (hmol/s'g Hb) in
eritrocitele persoanelor conditionat sanatoase si la pacienti cu astm bronsic (cercetari in vitro)

Loturile experimentale
Persoane
ii L. 0 0 0
Reme_dnle conditionat A_B AJ AB A’ AB A)
studiate o persistent faza de persistent fara de persistent fara de
sanatoase
usor martor moderat martor sever martor
(martor)
Ser 69,39+1,95 92,88+0,83 134% 97,42+3,15 140% 67,86+4,18 98%
fiziologic (100%) (100%) H# (100%) ot (100%) °
PSS 63,22+2.61 112,146,01 177% 65,55+1,76 104% 77,01+3,03 122%
50ug/ml (91%)* (121%)* HitHt (67%)*** (113%) ##
PSS 46,58+4,75 107,9+1,99 232% 64,16+3,88 138% 59,86+2,25 129%
100pg/ml (67%)** (116%)* HiHt (66%)*** # (88%)*** #
Bior- 2.52+4.2 +1,1 185% 1,96+ +2 94
ior-Ge 52,52+4,27 97,35+1,16 85% 61,96+0,98 118% 60,9429 116%
50ng/ml (76%)** (105%) #i (64%)*** (90%)
Bior-Ge 29,88+1,90 99,21+0,89 332% 56,19+1,76 188% 60,86=1,92 204%
100ng/ml (43%)** (107%) H#it (58%)*** Hitt (90%) HitHt
Bior-Zn 92,1+6,61 101,7+2,67 110% 57,05+£2,51 62% 60,52+5,05 66%
50ng/ml (133%)*** (109%) (59%)*** HiHt (89%) Hi#

Nota: nivel initial — pana la tratarea eritrocitelor cu remediile studiate; * — diferenta statistic
semnificativa fatd de nivelul initial in patologie: p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001; L

diferentd statistic semnificativa fatd de lotul martor (sandtosi cu preparat): p<0,05; # _p<0,01; *

" _ p<0,001.
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Figura 4.6. Modificarile activitatii glutationperoxidazei la pacienti cu astm bronsic in eritrocite la
tratarea cu remediile studiate
(procente fata de valorile inregistrate in lotul persoanelor conditionat sanatoase).
Nota: diferenta statistic semnificativa fata de lotul cu persoane conditionat sanatoase: * —p<0,05.
Axa X - loturile experimentale. Axa Y - %.

Totodata, remediile PSS si Bior-Ge exercitda un efect inhibitor asupra GPO eritrocitare,

amploarea caruia este in functie de doza preparatului.
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In AB forma usoari atat PSS, cét si Bior-Ge mentin la nivel sporit functionalitatea enzimei
comparativ cu nivelul martor. In AB forma moderati are loc reducerea activitatii GPO pani la
valorile martorului la administrarea PSS in ambele doze si Bior-Ge in doza de 50 pg/ml, iar in
doza de 100 pg/ml — nivelul functional al enzimei il depaseste pe cel martor.

In AB forma grava remediile testate nu induc schimbari esentiale ale nivelului GPO in
eritrocite in raport cu indicii martorului.

Rezultatele prezentate in tabelul 4.18 si figura 4.7 demonstreaza ca, in lotul martor PSS in
doza 50 pg/ml induce cresterea nivelului glutation-S-transferazei (GST) cu 24% (p>0,05), iar la
dublarea dozei (PSS 100 pg/ml) activitatea enzimei creste cu 50% (p<0,05).

Remediile Bior-Ge si Bior-Zn practic nu influenteaza asupra expresivitatii GST comparativ

cu nivelul initial.

Tabelul 4.18. Influenta CBA autohtoni asupra activitatii glutation-S-transferazei (nmol/s'g Hb) in
eritrocitele persoanelor conditionat sanatoase si la pacienti cu astm bronsic (cercetari in vitro)

Loturile experimentale
Persoane
Remediile .- % AB % AB %
. conditionat | AB i ) )
studiate o puerjlstent faza de persistent fara de persistent faza de
sanatoase 3 martor moderat martor sever martor
(martor)
Ser 8,85+1,11 7,0140,65 7,94+0,74 9,34+0,89
A o 79% T 90% e 106%
fiziologic (100%) (100%) ° (100%) ° (100%) °
PSS 11,0+0,83 3,95+0,88 36% 9,05+0,69 820, 8,05+0,79 73%
50pg/ml (124%) (56%) Hittt (114%) ° (86%) #
PSS 13,29+1,25 6,05+2.25 46% 10,38+0,96 280, 8,36+0,72 63%
100pug/ml (150%)* (86%) # (130%) ° (90%) #
i + + Y + +
Bior Ge 10,33+0,96 5,98+0,77 58% 1081£0.73 | .o | 812£0.76 29%
50ng/ml (117%) (85%) #t (136%)* (87%)
Bior-Ge 9,01+0,66 7,14+0,8 10,41+1,09 8,94+0,62
b b 2 b 7 0/ 2 b 11 0/ b 9 0/
100ng/ml (102%) (102%) 9% (131%) 6% (96%) 99%
Bior-Zn 8,99+0,89 6,71+0,22 9,24+0,69 7,62+0,65
2 b 2 b 7 0/ 9 i) 1 0/ 2 2 (y
50ng/ml (102%) (96%) 5% (116%) 03% (82%) 8%

Nota: nivel initial — pana la tratarea eritrocitelor cu remediile studiate; * — diferenta statistic
semnificativa fata de nivelul initial in patologie: p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001; #
diferentd statistic semnificativa fata de lotul martor (sinitosi cu preparat): p<0,05; ** — p<0,01; *
#_ p<0,001.

Incubarea eritrocitelor pacientilor cu AB forma usoara si moderatd doar in mediu de
incubare, fard preparate, induce o diminuare insugestiva a activitatii GST cu 21%, si respectiv,

cu 10%. In forma grava nivelul functional al enzimei se mentine la valorile martorului. in AB
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forma usoara PSS induce scaderea functionalitatii GST, iar Bior-Ge nu modificd activitatea

enzimei comparativ cu nivelul martor.
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Figura 4.7. Modificarile activitatii glutation-S-transferazei la pacienti cu astm bronsic in
eritrocite la tratarea cu remediile studiate
(procente fata de valorile inregistrate in lotul persoanelor conditionat sanatoase).
Nota: diferenta statistic semnificativa fata de lotul cu persoane conditionat sanatoase: * — p<0,05.
Axa X — loturile experimentale. Axa Y — %.

in AB forma moderata toate remediile testate miresc expresivitatea GST, dar aceste devieri
s-au dovedit statistic insugestive cu exceptia Bior-Ge 50 ng/ml care provoaca cresterea cu 36%
(p<0,05). In AB persistent sever are loc reducerea activitatii GST pani la valorile martorului la
administrarea PSS in ambele doze si Bior-Ge in doza de 50 pg/ml, iar in doza de 100 pg/ml —
nivelul functional al enzimei se mentine in limitele normale, fapt ce ar trebui interpretat pozitiv,
deoarece in astm expresarea GST M1 este asociatda cu activarea NF-kB la nivel genomic [28,
167].

S-a constatat cad polizaharidele sulfatate din spirulind (PSS) si Bior cu continut sporit de
germaniu si zinc (Bior-Ge si Bior-Zn) determind micsorarea nivelului glutationului redus, a
activitatii GPO si cresterea nivelului functional al G-6PDH, asociate cu tendinta de diminuare a
activitatii GR 1n eritrocitele persoanelor sanatoase.

In forma usoard a astmului bronsic (AB) toate remediile studiate exerciti efecte
modulatoare potente, statistic relevante, asupra enzimelor metabolismului glutationului, fapt
confirmat prin majorarea continutului de GSH, cresterea activitatii GR, G-6-PDH si GPO
comparativ cu cele specifice persoanelor sinitoase. In formele moderate si grave ale AB
remediile testate influenteaza important doar activitatea G-6-PDH care se mentine la valori

majorate, si conditioneaza reducerea pana la valorile martorului sau mentinerea la acest nivel a
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functionalitatii GPO. Unul din mecanismele posibile de actiune ale remediilor studiate ar putea
fi legata de stimularea factorului nuclear (eritroid-derivat 2) — Nrf2, care regleaza expresia
proteinelor antioxidante, enzimelor

glutationice [80, 81].

citoprotectoare, stimuleaza sinteza glutationului si

4.4. Influenta PSS asupra statutului citokinic sangvin in norma si astm bronsic

Rezultatele evaluarii influentei unor remedii autohtone de origine cianobacteriana —
polizaharide sulfatate (PSS) in doze diferite (50 pg/ml si 100 pg/ml) si Bior cu continut sporit de
oligoelemente — germaniu si zinc (Bior-Ge si Bior-Zn) asupra statutului citokinic al sangelui
periferic la testarea in vitro in conditii normale si in astmul bronsic (AB) de severitate diferita
sunt reflectate in tabelele 4.19 — 4.22 si figurile 4.8-4.11 [15].

Tabel 4.19. Influenta CBA autohtoni asupra nivelului IL-6 (pg/ml) in supernatantul sangvin la

persoanele conditionat sanatoase si la pacienti cu astm bronsic (cercetari in Vvitro)

Loturile experimentale
raite | T o [ [ e | % | s |
studiate indtonse | PErSistent | fasd de persistent | fafide | persistent | fasa de
Usor martor moderat martor sever martor
(martor)
Ser 662,9+70,3 | 426,5+£33,1 64% 1003,1+76.,4 151% | 665,5+98,1 100%
fiziologic | (100%) (100%) o (100%) o (100%) 0
PSS 319,1£36,4 | 319,64+50,5 295.1+25.59 264 ,8+69.5
b b i) b 1 0/ b b 20/ ) 2 0/
S0ug/ml | (48%) ** (75%) 00% 1 ogogy xwx | 92% | 400y #x | B3%
PSS 362,722 .9 324.94+57 .4 258.,5+49.1 345 0+255
b b b b O 2 b 0 ) b 0
100pg/ml | (55%) * (76%) 0% 26%) *+ | 1P| (soopywx | 9%
Bior Ge 760.5£91.1 | 486,9+41.9 1140,1+£92.8
b 1 b b O b b 0 - -
50ng/ml (115%) (114%) 64% (114%) 150%
Bior-Ge 555,1+£83,7 326,24+29.5 951.,8+105.1
b 1 b b O/ 9 b 1710/ - -
100ng/ml (84%) (76%) 59% (95%) °

Nota: * — diferenta statistic semnificativa fata de nivelul obtinut la tratarea cu ser fiziologic:

p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001, # diferenta statistic semnificativa fata de lotul cu persoane

conditionat sanitoase: p<0,05; * — p<0,01; ** — p<0,001.
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Figura 4.8. Modificarile continutului de IL-6 la pacienti cu astm bronsic in eritrocite la tratarea
cu remediile studiate
(procente fata de valorile inregistrate in lotul persoanelor conditionat sanatoase).
Nota: diferenta statistic semnificativa fata de lotul cu persoane conditionat sandtoase: * —p<0,05;
** — p<0,01; *** — p<0,001.
Axa X — loturile experimentale. Axa Y — %.

Din datele prezentate in tabelul 4.19 si figura 4.8 rezulta ca secretia citokinei IL-6 de catre
celulele mononucleare ale sangelui integral la persoanele sdnatoase scade brusc (reducere cu
45%-52%) sub influenta PSS si practic nu este influentat de remediile Bior-Ge si Bior-Zn.

Nivelul initial al IL-6 (pana la tratarea sangelui cu remediile studiate) in AB persistent usor
s-a diminuat cu 36% (p<0,01). La pacientii cu AB persistent moderat nivelul secretiei 1L-6
depasea cu 51% (p<0,01) indicele martorului, iar la bolnavii cu AB persistent grav nivelul initial
practic nu se deosebea de cel inregistrat la persoanele sanatoase.

Administrarea biopreparatelor testate la pacientii cu AB persistent usor suscitd o supresie
veridica a nivelului de IL-6, acesta constituind 48%-73% fata de nivelul atestat la persoanele
sinitoase. In AB de severitate medie si grava PSS in ambele doze diminueazi oportun statistic
secretia de IL-6 cu 48%-61% (p<0,001) comparativ cu indicii lotului martor, pe cand remediile
Bior-Zn si Bior-Ge contribuie la cresterea sugestiv statistic a continutului citokinei date cu 44%
(p<0,05) si respectiv 72% (p<0,001).

PSS in ambele doze la pacientii cu AB forma usoara inhiba neconcludent secretia IL-6 cu
24%-25% fata de nivelul initial. In AB forma moderata si grava sub influenta PSS are loc o
reducere sugestiva a secretiei 1L-6 cu 71%-74% (p<0,001), si respectiv, cu 48%-60% (p<0,01)
fatd de nivelul initial, aceste valori fiind in medie de 2 ori mai joase, comparativ cu nivelul
persoanelor practic sdndtoase netratate cu PSS. Diminuarea evidenta a continutului de IL-6 in

AB forma moderata si gravd sub influenta medicatiei cu PSS in ambele doze denotd efectul lor
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antiinflamator. In AB persistent usor si moderat Bior-Ge in doza de 50 si 100 ng/ml mentine la
nivel sporit secretia IL-6, valorile indicelui mentionat deosebindu-se putin de cei inregistrati
initial la acesti pacienti pina la tratarea cu remediile testate. Comparativ cu lotul martor, Bior-Ge
in ambele doze in AB persistent usor inhiba secretia IL-6 respectiv cu 27% (p<0,05) si 51%
(p<0,001), iar in AB persistent moderat remediile studiate escaladeaza secretia IL-6 respectiv cu
72% (p<0,001) si 44% (p<0,05).

Rezultatele evaluarii influentei CBA autohtoni asupra nivelului TNF-o in supernatantul
sangvin la persoanele conditionat sanatoase si la pacientii cu astm bronsic sunt expuse in tabelul
4.20 si figura 4.9.

S-a constatat cd la persoanele conditionat sanitoase utilizarea PSS in ambele doze
(50ug/ml si 100pg/ml) induce o scadere concludent statisticd a continutului de TNF-a cu 61%-
68%, pe cand biopreparatul Bior-Ge in ambele doze (50ng/ml si 100ng/ml) sporeste inoportun
statistic nivelul citokinei nominalizate cu 45% si 38% respectiv.

Nivelul initial al TNF-a in AB persistent usor si grav se reduce dublu, statistic veridic,

comparativ cu parametrii lotului martor.

Tabel 4.20. Influenta CBA autohtoni asupra nivelului TNF-a (pg/ml) in supernatantul sangvin la
persoanele conditionat sdnatoase si la pacienti cu astm bronsic (cercetari in vitro)

Loturile experimentale
Remediile Persfo.ane AB % AB % AB %
. conditionat . 5 . . . .
studiate séné';oase persistent | fasa de persistent | fafa de | persistent | fasa de
usor martor moderat martor sever martor
(martor)
Ser 516,6£77,1 | 272,5£15,3 53% 650,4+91,0 126% 258,9+32,1 50%
fiziologic (100%) (100%) # (100%) (100%) #
PSS 202,2+38,2 318,8+4,9 62% 379,4+20,7 73% 151,3+£39,3 29%
50pg/ml (39%) ** (117%) # (58%) * (58%) it
PSS 165,8+¢23,6 | 352,6+13,7 68% 343,7+46,1 67% 260,8+54,5 50%
100pg/ml (32%) *** (129%) (53%) * (101%) #
Bior-Ge 747,9£97,7 | 166,7+32,2 | 32% 736,1+93,1 142% i ]
50ng/mi (145%) (61%) * #HH (113%)
Bior-Ge 715,2494,0 127,3+35,8 25% 661,3+£97,2 128% i i
100ng/ml (138%) (47%) * it (102%)

Nota: * — diferenta statistic semnificativa fata de nivelul obtinut la tratarea cu ser fiziologic:
p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001, # diferenta statistic semnificativa fata de lotul cu persoane
conditionat sanitoase: p<0,05; ™ — p<0,01; ** — p<0,001.
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Figura 4.9. Modificarile continutului de TNF-a la pacienti cu astm bronsic in eritrocite la tratarea
cu remediile studiate
(procente fata de valorile inregistrate in lotul persoanelor conditionat sanatoase).
Nota: diferenta statistic semnificativa fata de lotul cu persoane conditionat sanatoase: * — p<0,05;
** _p<0,01; *** —p<0,001.
Axa X - loturile experimentale. Axa Y - %.

La administrarea remediilor PSS si Bior-Ge in ambele doze la pacientii cu AB persistent
usor se constatd proprietatea lor de a mentine la valori scazute secretia TNF-a de cétre celulele
nucleate ale sangelui periferic, mult inferioare in raport cu cele inregistrate la persoanele practic
sinitoase. In acelasi timp, remediul Bior-Ge, reduce veridic nivelul citokinei date cu 21%-28%
fatd de nivelul initial,ceea ce ne dovedeste capacitatea remediilor testate de a bloca biosinteza
citokinei proinflamatorii TNF-a in AB persistent usor.

Totodata, la pacientii cu AB persistent moderat utilizarea PSS in ambele doze conduce la
suprimarea secretiei TNF-a cu 42%-47%, iar sub influenta Bior-Ge, nivelul TNF-a se mentine la
cote sporite similare cu cele de pana la tratarea supernatantului cu remediile studiate. Nivelul de
TNF-a in AB persistent grav sub influenta PSS 100 pg/ml scade dublu (p<0,05) fata de
persoanele practic sanatoase. Bioremediul PSS 50 pg/ml reduce si mai expresiv cantitatea
citokinei nominalizate, aceasta constituind 29% (p<0,001) din nivelul atestat in lotul martor.

Rezultatele obtinute demonstreaza capacitatea PSS de a reduce semnificativ secretia si
eliberarea citokinelor proinflamatorii IL-6 si TNF-a in supernatantul sangvin la pacientii cu AB
de diferita severitate si la persoanele practic sanatoase, fapt ce coreleaza cu rezultatele altor
studii. Astfel, intr-un studiu recent, s-a demonstrat, ca algele verzi-albastre reduc esential
expresia si productia de citokine pro-inflamatorii —TNF-a, IL-1B si IL-6 prin inhibarea caii
factorului nuclear de transcriptie kB (NF-kB) in macrofagele si splenocitele de soarece,

manifestand astfel efecte anti-inflamatorii pronuntate [129]. Intr-un alt studiu, Eman et al.,
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evidentiaza efectele benefice ale spirulinei care in artrita experimentald indusa cu adjuvantul
complet Freund revoca scaderea nivelului seric de TNF-a, IL-6, VEGF (factorul de crestere al
endoteliului vascular), COX-2 (ciclooxigenaza 2) si inhibd dezvoltarea leziunilor histopatologice
[771.

Se stie cd, productia de citokine anti-inflamatorii poate fi consideratd ca un mecanism
important pentru limitarea inflamatiei si restabilirea homeostaziei in diverse stari patologice.
Interleukina-10 (IL-10) este o citokina cu efecte pleiotrope si functii imunoreglatoare importante.
Ea inhibd productia de citokine proinflamatorii, cum ar fi TNF-a, IL-6 si IL-1p, manifestand
proprietati anti-inflamatorii si efecte supresive puternice in prevenirea bolilor autoimune [15,
108, 205].

TGF-B1 este un factor de crestere multifunctional care moduleaza proliferarea celulara si
induce diferentierea si sinteza proteinelor matricei extracelulare, inclusiv colagen si fibronectina,
in multe tipuri de celule pulmonare [15, 58].

Datele despre influenta CBA autohtoni asupra nivelului de TGF-p1 la persoanele practic
sdndtoase si la pacientii cu astm bronsic sunt relatate in tabelul 4.21 si figura 4.10.

Conform datelor expuse, la pacientii cu astm bronsic are loc cresterea de 2,3-2,5 a
mediatorului inflamatiei TGF-B1 in supernatantul sangvin . Aceste date se afla in concordanta cu
studiile unor autori care au inregistrat cresterea nivelului TGF-f1 in fluidul de lavaj bronho-

alveolar (BALF) la pacienti cu AB, comparativ cu subiectii sanatosi [172, 196].

Tabel 4.21. Influenta CBA autohtoni asupra nivelului TGF-f1 (pg/ml) in supernatantul sangvin
la persoanele conditionat sanatoase si la pacientii cu astm bronsic (cercetari in vitro)

Loturile experimentale
Remediile | "ers0ane AB % AB % AB %
studiate | " df"uonat persistent | fagide | persistent | fasade | persistent | fasa de
sanatoase usor martor moderat martor sever martor
(martor)
Ser 254,1£19,2 | 615,5+69,8 242% 584,8+31,8 230% | 645,7+91,1 | 254%
fiziologic | (100%) (100%) i (100%) w# | (100%) i
PSS 279,0+£21,9 339,1+7,8 122% 360,6+14,4 129% | 262,6+49,5 94%
Sopg/ml | (110%) | (55%)** (62%) * (41%) *
PSS 377,4+40,2 320,8+2,8 85% 358,549,9 95% | 243,9+38,3 65%
100pg/ml | (149%)* |  (52%) ** (61%) * (38%) *

Nota: * — diferenta statistic semnificativa fata de nivelul obtinut la tratarea cu ser fiziologic:
p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001, # diferenta statistic semnificativa fata de lotul cu persoane
conditionat sanitoase: p<0,05; * — p<0,01; ** — p<0,001.
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Figura 4.10. Modificarile continutului de TGF-B1 la pacienti cu astm bronsic 1n eritrocite la
tratarea cu remediile studiate
(procente fata de valorile inregistrate in lotul persoanelor conditionat sanatoase).
Nota: diferenta statistic semnificativa fata de lotul cu persoane conditionat sanatoase:
* — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001.
Axa X - loturile experimentale. Axa Y - %.

S-a constatat ca PSS in doza 100 pg/ml creste nivelul acestei citokine la persoanele practic
sandtoase cu 49% (p<0,05) fata de valorile initiale. Totodata, iIn AB persistent usor si in AB
persistent moderat, PSS in ambele doze reduce concludent nivelul TGF-B1 fatd de valorile
initiale, dar mentine nivelul acestei citokine la valori sporite ce depaseau cu 26%-33% si,
respectiv, cu 41%-42% fata de indicii relevati in lotul martor.

in AB forma gravi PSS in ambele doze posedi capacitatea de a diminua sugestiv statistic
continutul de TGF-B1 cu 59%-62% (p<0,05) fata de cel inregistrat pana la tratarea sangelui cu
acest remediu. Totodatd, valorile TGF-B1 practic nu se deosebeau de indicii lotului martor.

Astfel, rezultatele studiului efectuat atestd ca, tratamentul AB cu PSS se soldeazd cu
scaderea secretiei TGF-B1 in toate grupele luate in studiu, fapt ce ar putea reduce inflamatia si
fibrogeneza in AB, oferind o strategie noua de tratament al acestei maladii. Datele noastre se afla
in concordantd cu rezultatele unor cercetatori care au inregistrat reducerea expresiei TGF-B1 in
BALF si plamani in modelul experimental de astm la soarecii tratati cu polizaharidele algei
maritime Laminaria japonica comparativ cu grupul cu patologia netratata [140].

Rezultatele de evaluare a influentei CBA autohtoni asupra nivelului IL-10 in supernatantul
sangvin la persoanele conditionat sanatoase si la pacientii cu AB sunt expuse in tabelul 4.22 si
figura 4.11.

Utilizarea CBA autohtoni testati nu a condus la careva modificari veridice ale concentratiei

IL-10 la persoanele sanatoase.
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Tabel 4.22. Influenta CBA autohtoni asupra nivelului IL-10 (pg/ml) in supernatantul sangvin la

persoanele conditionat sanatoase si la pacienti cu astm bronsic (cercetari in vitro)

Loturile experimentale
eneite| P [ wa [ [ ose [ w [ e | o
studiate nitoase persistent | fafdde | persistent | fafide | persistent | fazd de
usor martor | moderat | martor sever martor
(martor)
+ + 9 + +
S_e_r _ 115,8+18,2 | 68,43+11,8 | 59% | 148,2424,5 128% 81,42+7,9 20%
fiziologic (100%) (100%) # (100%) (100%)
PSS 109.3£12,9 [ 15344246 | 140% | 148,6220.7 | . | 143,139 | 131%
50pug/ml (94%) (224%) * # (100%) ° (176%) *
+ + + + 9
PSS 142,5+13,0 | 163,8+27,1 115% 130,6+£22,5 920 131,4+3,3 92%
100pg/ml (123%) (239%) * (88%) (161%) *
Bior-Ge 99,28422,9 | 53,48+10,0 | 54% | 153,9+26,7 | 155% ) )
50ng/mi (86%) (78%) # (104%) #
Bior-Ge 96,64+19,5 | 74,09+15,3 84,56+19,5
b b i) L 0 b 2 0 _ _
100ng/ml (83%) (108%) 7% (57%) * 88%

Nota: * — diferenta statistic semnificativa fata de nivelul obtinut la tratarea cu ser fiziologic:

p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001, # diferenta statistic semnificativa fata de lotul cu persoane
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Figura 4.11. Modificarile continutului de IL-10 la pacienti cu astm bronsic in eritrocite la tratarea

conditionat sanitoase: p<0,05; ™ — p<0,01; ** — p<0,001.

cu remediile studiate
(procente fata de valorile inregistrate in lotul persoanelor conditionat sanatoase).
Nota: diferenta statistic semnificativa fata de lotul cu persoane conditionat sanatoase:
* — p<0,05; ** — p<0,01.
Axa X — loturile experimentale. Axa Y — %.

PSS in ambele doze inlaturd depresia IL-10 in lotul cu AB persistent usor fatd de valorile
martorului si, totodata, induce cresterea secretiei IL-10 care ajunge sd depaseasca cu 124-139%
nivelul initial al acestei citokine pana la tratarea supernatantului cu remediul studiat, ceea ce ne
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denota efectul antiinflamator al acestui biopreparat, ca rezultat a cresterii cantitatii citokinei
antiinflamatorii 1L-10. in AB persistent grav Bioremediul PSS creste oportun statistic continutul
de IL-10 cu 61%-76% (p<0,05) in raport cu nivelul initial. Astfel, PSS manifesta capacitatea de a
intensifica cert productia IL-10 in celulele nucleare sangvine la pacientii cu AB, fapt ce indica la
potentialul anti-inflamator al acestui remediu si confirma perspectiva utilizarii lui pentru
medicatia inflamatiei si imunoreglarea starilor alergice.

Unul din mecanismele posibile ale efectului supresiv exercitat de PSS asupra mediatorilor
inflamatiei In AB ar putea fi inhibarea NF-kB, probabil, datorita modificarilor epigenetice,
exercitate de acest preparat. Un asemenea mecanism a fost descris in literatura de specialitate
[129]. Pe de alta parte, PSS ar putea modula profilul Th in AB prin suprimarea diferentierii
celulelor Th2 mediate, ceea ce ar putea contribui la o abordare terapeutica eficientd al AB.
Aceasta supozitie este sustinuta de datele unor exploratori care au demonstrat ca Spirulina poate
modula profilul Th la pacientii cu rinitd alergica prin suprimarea diferentierii celulelor Th2
mediate, partial, prin reducerea semnificativa a nivelelor de IL-4 in celule mononucleare sangvin
e periferice umane [149].

Astfel, rezultatele cercetarilor experimentale demonstreaza actiunea antiinflamatorie a
biopreparatelor cercetate, manifestata prin reducerea nivelului de IL-6 sub influenta PSS in AB
persistent moderat si grav si la persoanele practic sanatoase, diminuarea nivelului de TNF-a de
catre Bior-Ge in AB persistent usor si cresterea concentratiei citokinei antiinflamatorii IL-10 sub

influenta PSS in AB persistent usor si grav.

4.5. Concluzii la capitolul 4

1. In imunodeficienta experimentala PSS si remediile ce contin polizaharide sulfatate — Bior-Ge
si Bior-Zn previn sau reduc dezvoltarea dereglarilor homeostazice in tesutul splenic si
maduva osoasd, actionind prin diferite mecanisme si in masura diferita.

2. In tesutul lienal remediile testate:

a) inlatura supresia activitatii ALAT (Bior-Ge +83%, p<0,05) si induc cresterea ASAT-ului
(PSS +68%, p<0,05) fata de patologia netratatd, contribuind astfel la ameliorarea
metabolismului aminoacidic in tesutul afectat;

b) favorizeaza activizarea enzimelor glicolitice NADP-dependente, ceea ce se manifesta prin
normalizarea activitatii G-6-PDH si inducerea MDH-NADPd (PSS +33-34%, p<0,1; Bior-Ge
+23%, p<0,05) fata de nivelul lotului martor;
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c)

d)

influenteaza pozitiv asupra starii functionale a aparatului lizozomal datoritda reducerii
activitatii catepsinei B, D si N-acetil-B-D-glucozaminidazei (NAG), mentinerii fosfatazei
acide la valori sporite si diminuarii expresarii excesive ale leucinaminopeptidazelor cu 53-
67%, p<0,05;

inlaturd disfunctiile pronuntate ale proceselor de oxidare cu radicali liberi si impulsioneaza
restabilirea indicilor protectiei antioxidante, deci, manifestd un efect protector asupra
dereglarilor homeostaziei redox celulare specifice diverselor afectiuni ale sistemului imun;
PSS stimuleaza (+32%, p>0,1) biosinteza de oxid nitric — moleculd imunoreglatoare produsa
de celulele imune, si reduce deficitul de AOPP (+24-26%, p<0,05) in splina animalelor cu ID
ciclofosfanica.

In maduva osoasi CF produce tulburiri pronuntate ale metabolismului energetic determinate
de scaderea marcata a activitatii principalelor enzime ale ciclului Krebs — SDH si GLDH (cu
61% si, respectiv, 38%, p<0,05) in raport cu martorul. PSS actioneaza pozitiv asupra
metabolismului glucidic prin readucerea tuturor indicilor studiati practic catre valorile
martorului. Bior-Ge, de asemenea, contribuic la normalizarea activitatii enzimelor
metabolismului glucidic, in plus acesta induce expesia SDH, activitatea careia creste esential
de 2,6 (+167%, p>0,1) ori in raport cu martorul.

Tratamentul cu PC mentine la nivel inalt activitatea AMP-azei comparativ cu martorul (PSS +88-
98%, p>0,1; Bior-Ge +57%, p<0,05); activitatea ADA-azei se normalizeaza la utilizarea PSS,
jar administrarea Bior-Ge induce majorarea importanta a activitatii acestei enzime ale
metabolismului adenilic (+45%, p<0,05).

Remediile testate PSS si Bior-Ge sporesc nivelul catepsinei G, ceea ce se manifestd prin
activizarea acestei enzime de 1,6-2 ori. Modificarile relevate pot fi calificate drept complex
de mecanisme compensatoare care intretin la nivel inalt intensitatea caii non-oxidative de
distrugere a patogenilor, cat si mecanismele de modulare a raspunsului imun prin procesarea
citokinelor, chemokinelor, factorilor de crestere si activarea receptorilor celulari.

In intoxicatia cu CF in maduva osoasa are loc diminuarea potentialului pro-oxidant, ceea ce
se manifestd prin reducerea activitatiit NADPH- si NADH oxidazelor cu 21%-22% si MPO
cu 24%, fapt ce ar putea afecta capacitatea fagocitara si compromite eliminarea celulelor
deteriorate de catre celulele imune. Intoxicatia ciclofosfanicd provoaca supresia verigii
enzimatice a sistemului antioxidant, ceea ce se manifestd prin scdderea activitatii SOD,

catalazei (-44%, p<0,05) si tulburari pronuntate ale indicilor metabolismului tiol-disulfidic.
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b)

Utilizarea RC testate releva proprietatile lor protectoate prin inlaturarea supresiei SOD-lui de
Bior-Ge (+24%), reducerea partiala a deficitului de catalaza si NADPH-si NADH-
oxidazelor in maduva osoasa, ameliorind starea metabolismului tiol-disulfidic prin redresarea
activitatii enzimelor comparativ cu patologia netratata.

PSS si remediile autohtone ce contin polizaharide sulfatate influenteaza in mod diferit asupra
indicilor sistemului glutationic eritrocitar la testarea in vitro in astmul bronsic de severitate
diferita:

in conditii fiziologice RC studiate determina micsorarea nivelului GSH redus eritrocitar (PSS
-14%, p<0,05; Bior-Ge -12-18%, p<0,05), activitatii GPO (PSS pina la 33%, p<0,1; Bior-Ge
24-57%, p<0,1), cu exceptia Bior-Zn (+33%, p<0,01) si cresterea nivelului functional al G-
6PDH (PSS 66-71%, p<0,1; Bior-Ge 47-61%, p<0,1), asociate cu tendinta de diminuare a
activitatii GR (PSS 15-18%, Bior-Ge 18-20%, p<0,05).

in forma ugsoara a maladiei RC exercitd efecte modulatoare relevante asupra enzimelor
glutationice, fapt confirmat prin majorarea continutului de GSH redus (PSS +27-28%,
p<0,05, Bior-Ge +34-38%, p<0,05) cresterea activitatii GR (PSS +71-95%, p<0,1, Bior-Ge
+109-135%, p<0,1; Bior-Zn +33%), G-6-PDH (PSS +180-232%, p<0,01, Bior-Ge +260-
310%, p<0,01; Bior-Zn +547%, p<0,01) si GPO (PSS +77-132%, p<0,01, Bior-Ge +85-
232%, p<0,01) vs martor cu RC;

in formele moderate si grave ale AB remediile testate influenteaza important doar activitatea
G-6-PDH (p<0,01) care se mentine la valori majorate, si conditioneaza reducerea pana la
valorile martorului sau mentinerea la nivel normal a functionalitatii GPO, cu exceptia Bior-
Ge (+27%, p<0,05) si Bior-Zn;

in AB de diferita severitate, PSS si remediile ce contin polizaharide sulfatate - Bior-Ge si
Bior-Zn manifesta actiune antiinflamatoare, fapt demonstrat prin:

reducerea nivelului de IL-6 sub influenta PSS la persoanele conditionat sandtoase si in toate
formele de AB (martor cu 45-52%, p<0,05; AB persistent usor cu 51-52%, p<0,1; AB
persistent moderat cu 55-61%, p<0,01; AB persistent grav cu 48-60%, p<0,01) vs martor fara
remediu;

diminuarea valorilor TNF-a sub influenta PSS la persoanele sanatoase cu 61-68% (p<0,1), in
AB persistent usor cu 32-38% (p<0,05) si in AB persistent grav cu 50-71% (p<0,05), iar
Bior-Ge si Bior-Zn numai in AB forma usoara cu 68% (p<0,1) si respectiv cu 75% (p<0,01)

vs martor fara remediu;
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c) cresterea valorilor IL-10 sub influenta PSS in AB persistent usor cu 124-139% (p<0,05), si in
AB persistent grav cu 61-76% (p<0,05) vs patologie fara remediu; mentinerea la valori
sporite a nivelului TGF-B1 in AB forma usoara (+26-33%, p<0,1) si AB forma moderata

(+41-42%, p<0,01) vs martor fara remediu.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Polizaharidele sulfatate din spirulina si remediile ce contin PSS actioneaza in sens si grad
divers prin mecanisme variate asupra diferitor verigi homeostazice, atat la administrarea in
conditii fiziologice, cat si patologice — hepatopatia toxicd, intoxicatia ciclofosfanica,
precum si la testarea in vitro in astmul bronsic asociat de severitate diferita. Micrometodele
de cercetare a indicilor imunobiochimici elaborate au permis de a simplifica procedeul
analitic, micsora chieltuielile de reagenti, timpul de efectuare a analizelor prin procesarea
concomitentd a mai multor probe biologice si de a mari reproductibilitarea si precizitatea

analizelor efectuate [6, 7].

In conditii fiziologice influenta pozitiva a PSS se manifesta prin:

a) majorarca in hemoleucograma a neutrofilelor nesegmentate cu 40% (p<0,001),
numarului absolut de leucocite cu 37% (p<0,05), de celule mononucleare cu 44%
(p<0,05), precum si aparitia celulelor sangvine tinere, fapt ce indica la activarea
mielopoiezei [20, 21, 22];

b) intensificarea proceselor de formare a produsilor nepolari si polari ai peroxidarii
lipidelor, ceea ce reflecta inducerea proceselor enzimatice de biosinteza a eicozanoizilor
— molecule de semnalizare celulara implicate in raspunsul imun (inhibarea inflamatiei,
alergiei, febrei, etc.) [4];

) stimularea formarii AOPP — compusi intermediari, care joaca un rol crucial in reglarea
functiei celulelor dendritice [2].

In hepatopatia toxica PSS reduce efectele toxice ale CCly prin:

a) activarea hematopoiezei si deviatia regenerativa spre stanga, fapt ce reflectd influenta
pozitiva asupra indicilor hematologici ai sangelui periferic) [20];

b) reducerea semnificativa a factorilor de crestere — TGF-f3 cu 90% (p<0,05) si CTGF cu
72% (p<0,05), a continutului de hidroxiprolina cu 55% (p<0,05), acizi uronici cu 126%
(p<0,05) vs patologia netratata, manifestand astfel efecte antiinflamatorii si antifibrotice
[18, 55];

C) stimularea activitatii enzimelor adenilice AMP-zei cu 56% (p<0,01), ADA-zei cu 51%
(p<0,01) si 5'-nucleotidazei cu 189% (p<0,01) in tesutul hepatic, mecanism orientat spre
reducerea procesului inflamator si mentinerea la nivel sporit al metabolismului
energetic si nucleotidic [16];

d) diminuarea intensitatii glicolizei anaerobe si stimularea proceselor aerobe oxidative,
manifestand astfel actiune pozitiva asupra metabolismului glucidic hepatic [16];

e) cresterea ASAT-lui hepatic (cu 42%, p<0,01), normalizarea valorilor albuminelor serice
si restabilirea partiala a functionalititii PCE (p<0,01), fapt ce indica la sporirea,
amplificarea functiei proteosintetice hepatice si proceselor de reparatie tisulara [11, 18];

f) implicarea enzimelor lizozomice in procesele de hidroliza a diferitor substraturi biologice,
fapt ce rezulta cu stimularea proceselor hidrolitice in ficat [5].

g) sporirea activitatii antioxidante totale nepolare (cu 29%, p<0,05) si cresterea marcata a
functionalitatii catalazei (cu 60%, p<0,05), ceea ce contribuie la diminuarea efectelor
nocive ale POL si fortificarea verigii enzimatice de protectie antioxidantd a celulelor
hepatice [1, 2, 4].
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in ID ciclofosfanica PSS si remediile ce contin PSS actioneaza prin diferite mecanisme

asupra verigilor homeostazice in tesutul lienal:

a) inlatura suprimarea ALAT-lui si determind cresterea ASAT-lui tisular cu 32-65%
(p<0,01), contribuind, astfel, la imbunatatirea metabolismului aminoacidic si proteic;

b) normalizeaza G-6-PDH si stimuleaza activitatea MDH-NADPd, astfel ameliorand starea
metabolismului glucidic;

c) modifica starea functionala a aparatului lizozomal, fapt demonstrat prin mentinerea la
nivel scazut a catepsinei B si NAG, mentinerea fosfatazei acide la valori sporite cu 78%
(p<0,01) la actiunea PSS si cu 58% (p<0,05) sub influenta Bior-Ge in raport cu martorul
si, deasemenea, prin suprimarea activizarii excesive a LAP cu 53-67% (p<0,01) in
raport cu patologia netratata [19, 56];

In ID ciclofosfanici actiunea pozitiva a PSS si remediilor ce contin PSS in miduva osoasa

se manifesta prin:

a) inlaturarea suprimarii marcate a activitatii enzimelor metabolismulul aerob oxidativ —
glutamatdehidrogenazei de catre Bior-Ge si succinatdehidrogenazei la administrarea
PSS si activarea marcata de 1,7 ori a acestei enzime sub influenta Bior-Ge [10];

b) mentinerea nivelului inalt al AMP-azei si normalizarea ADA-azei sub influenta PSS si
majorarea activitatii ambelor enzime ale metabolismului adenilic sub influenta BioR-Ge
(cu 57% si, respectiv, 45%, p<0,05), necesare pentru intretinerea nivelului inalt al
metabolismului nucleotidic si energetic la realizarea hematopoiezei si functiilor
celulelor imune [10];

c) activizarea (de 1,6-2 ori) a catepsinei G care participa, atdt in calea non-oxidativa de
distrugere a patogenilor, cat si in mecanismele de modulare a rdspunsului imun prin
procesarea citokinelor, chemokinelor, factorilor de crestere si activarea receptorilor
celulari [9];

d) diminuarea suprimarii SOD-lui, NADPH- si NADH-oxidazelor, reducerea deficitului de
catalaza si redresarea activitatii enzimelor metabolismului tiol-disulfidic, comparativ cu
patologia netratatd, ceea ce contribuie la ameliorarea evidentd a starii acestui
metabolism.

In AB de severitate diferitd si la persoanele conditionat sanitoase PSS si remediile ce

contin PSS influenteaza in mod diferit asupra indicilor sistemului glutationic eritrocitar la

testarea in vitro:

a) 1n conditii fiziologice remediile testate determina micsorarea moderata a continutului de
GSH eritrocitar (cu 12-18%, p<0,05), diminuarea dozodependentda a activitatii GPO
(PSS - pina la 33%, p<0,01; Bior-Ge — pina la 57%, p<0,01) si cresterea G-6PDH (PSS
— pina la 71%, p<0,01, Bior-Ge — pina la 61%, p<0,01) [17];

b) in AB forma usoard remediile testate determind majorarea continutului de GSH si
cresterea notabild a activitatiit GR, G-6-PDH si GPO, fapt ce contribuie la fortificarea
sistemului protectiei antioxidante celulare [17];

c) in formele moderate si grave ale AB remediile testate influenteaza important doar
activitatea G-6-PDH, care se mentine la valori majorate, si conditioneaza reducerea
pana la valorile martorului sau mentinerea la nivel normal a functionalitatii GPO [17].
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In AB de severitate diferitd si la persoanele conditionat sanitoase PSS si remediile ce
contin PSS amelioreaza echilibrul citokinic sangvin la testarea in vitro, fapt demonstrat
prin:

a) reducerea nivelului citokinelor pro-inflamatoare: 1L-6 si TNF-a sub influenta PSS in
AB forma medie si grava si la persoanele sanatoase; scaderea certd a TNF-a sub
influenta Bior-Ge si Bior-Zn in AB forma usoara; suprimarea pronuntata a TGF-B1 sub
influenta PSS in AB formele usoare, medie si grava [8];

b) cresterea dozodependenta a valorilor citokinei IL-10 sub influenta PSS in AB formele
usoare cu 124-139% (p<0,05) si severe cu 61-76% (p<0,05), fapt ce demonstreaza
actiunea anti-inflamatoare al acestui remediu [8].

Problema stiintificA importanta solutionatd in teza consta in elucidarea mecanismelor

imunobiochimice de actiune a polizaharidelor sulfatate din spirulind si a semnificatiei lor la

administrarea in conditii fiziologice, hepatopatia toxica, imunodeficienta experimentala si astmul

bronsic, fapt ce a condus la evidentierea metodelor eficiente de monitorizare a procesului

patologic si obtinerea unor noi strategii de abordare terapeutica a maladiilor cu implicare imuna

pe baza remediilor autohtone cianobacteriene.

Recomandari practice:

Se recomanda:

1.

Aplicarea metodologiei de studiere a parametrilor imunochimici a metabolismului intermediar
cu utilizarea micrometodelor optimizate elaborate, prezentata in teza pentru evaluarea
aprofundatd a mecanismelor patogenice ale afectiunilor cu implicarea sistemului imun si la
elaborarea strategiilor de tratament, precum si la testarea preparatelor medicamentoase noi, in
scopul depistarii proprietatilor lor curative.

. Aprecierea profilului citokinic si evaluarea principalilor constituenti ai matricei extracelulare

la pacienti cu maladii hepatice (TNF-a, TGF-f1, CTGF, hidroxiprolina, acizi uronici,
glucozaminoglicani) pentru monitorizarea procesului inflamator si fibrogenetic cu scop de
urmarire a eficacitdtii tratamentului si prevenirii complicatiilor.

Evaluarea indicilor metabolismului proteic, glucidic, energetic, nucleotidelor adenilice, tiol-
disulfidic, stresului oxidativ si protectiei antioxidante, aprecierea stari functionale a aparatului
lizozomal pentru elaborarea algoritmurilor diagnostice stiintific argumentate, monitoringul
evolutiei bolii si eficientei tratamentului hepatoregenerator si imunomodulator aplicat.
Monitorizarea indicilor sistemului glutationic (glutation redus, glutation reductaza, glucozo-6-
fosfat dehidrogenaza, glutationperoxidaza, glutation-S-transferaza) pentru determinarea
gradului de extindere a proceselor oxidative si inflamatorii in cdile respiratorii in AB, iar
determinarea citokinelor (IL-6, TNF-a, TGF-f1, IL-10) in calitate de markeri pentru
aprecierea eficacitatii tratamentului antiinflamator.

Implementarea micrometodelor optimizate de cercetare a metabolismului proteic, glucidic,
tiol-disulfidic, a nucleotidelor adenilice, a stresului oxidativ si sistemului antioxidant in
eficientizdrii diagnosticul precoce a maladiilor cu implicare imund si de naturd toxica,
depistarii complicatiilor si urmaririi eficacitatii tratamentului.
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Anexa 1.

Inovatii

Republica Moldova
Ministerul Sanatatii

£ | CERTIFICAT e INOVATOR | |

Nr. 4882

Pentru Inovatia cu tithel
Procedeu de dozare a activitatii
Neacetil-fi-D-glucozamimidazei

| O6.47.2010
Imovalia & fost loregistrata pe data de
1o Universititea de Stad de Medioind §i Frrmiele
“Naeolae Testu il

Se¢ recunoagte culitates du wutart)

GUDUMAC VALENTINTAGADIUC OLGA,
PANTEA VALERIANASTIRBA OLGA
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: - 12.07.2010
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Se recynoaste calitatea de autor(l)

GUDUMAC VALENTINTAGADIUC OLGA,
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Republica Moldova
Ministerul Sanatatii

| £ | CERTIFICAT »x INOVATOR

Nr. 4888

Pentro inovatia cu tithul
Procedeu de dozare a activitagii
Pglucozidazel

12072010
Inevalis » fosl Inruglsirits po dals de
L Unidversitaton de Stal de Nodicind 3 Farmacio
"Nicolee Testomilum™
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Z\‘ ;'.‘ g
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Republica Moldova
Ministerul Sanatatih

| CERTIFICAT m INOVATOR |

* Pentru inavatia cu titlul

Procedes de microdozare a activitai
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Inuvain & fost inregsstratd pe data de  17.11.2011
Is Univessitatos do Ssat do Medielng s Farnacse
“Nicoluse Testen)pny”

S rocunoagte culitaton de uutorl)
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Pentru inovatia cu titlal

Proceden de microdozare a continutulul
de metabolith sumari ai oxidalui nitric
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In Universitaton de Seat de Modicind 5 Farnmacie
“Nicolar Testomitanu”®

Se resunouyte calitaten de autorti)
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Ministerul Sanatatil

| CERTIFICAT 3z INOVATOR | £ |

i
1% e
s

S
»

Nn S5012

Pentru Inovatia cu titiul

Procedeu de determinure cineticd
# sdenozindezaminazel

tnovatia @ fost inregisirsts pe duts do 22.11.2011
I Untvorstaten de Stsd de Medicied 51 Farmacie
“Nicolae Testomigaau”™

Se recumoagle calitates de sutort)

Stirha Olga, Tagadine Olga, Pantea
‘ dumac Valentin, And ronache Lilia,
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Republica Moldova
Mimisterul Sanatati

CERTIFIGATn INOVATOR |

Nr S0Is

Pentry inovatio cu titlal
Proceden de microdozare a colagenului
in proba biologich

Loovatis & foat Inregistrati po data e 22.11.2011
W Universiiates de Stal de Medicink sl Farmaeie
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g Stirba Olga, Andronache Lilia

158



Republica Moldova
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\Z| CERTIFICAT  INOVATOR

Pentru inovatia cu tithul

Procedeu de dozare a produselor finale de
glicare avansath

Inovat)s o fost Saregisirali pe data de 25.10.2012
1a Universitaten de Stat de Medieing o Farmarse §
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Nr 8316

!
4
1

Pentru inovatia cu titul

Procedeu de determinare a activitigh
micloperoxidazel
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Inorengin & et Serepatrath pe data oe
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Se recuncagie calitalon der autanly

162



Hepublica Moldova
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Anexa 2.

Implementari

Aprob
Prorector peniru sctivitatea
stiingifica 1P USMF
“Nicolae Testemitanu',
dr. hab. €1. med,, prof. universitar
Gheorghe ROJNOVEANU

X
C

ACT
de implementare a rezultatelor cercetarilor stiintifice la Catedra
Medicing de laborator, Faculatea de Educatie Continud u Medicului
si Farmacistului, 1P USMF “Nicolae Testemiganu™

| Demomirea ofertel pentru implementare: Protocoale standardizate de cercetare a
citokinelor si chemokinelor

Y Autorul propunerii de implementare: Olga Mihalgive, cercetiior ssiintific,
Laborator Biochimie, 1P USMLE Nicolae Testentifani

I Swrsa de informatie:

4 Load si timpud iplemenidrii-_a fost implemientat in perioads an2014- 2015 s
Catedrs Medicing de Laborator, Facultatgp ECME 1P USMFE “Nicola¢
Testemitany”, in cadrul procesului didactic 1a  cursurile de competentd st reciclare
gu lema “lmpo 4 digpnosticd a determindinii ¢itekinelor si chemokinelor
~Rolyl semnalizarii TLR 4 in afectiuniloe hepatice $i fibrogenczy hepaticd™,
_Citokinele pro-si anti-inflamatorii gi relul lor in_inflamatie si patplogisle imune”,

O
Anatol Visnevsch,
V. Sef Catedra, o, hab. st med, prof aniv.

Yy M FSI Liliana Ravaru,
Sef studii. asixtent wniv
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IMISP Institutul de Cardiologic

APROB
Vice-directorul IMSP IC

ACT

.

despre implementarea realizérihr‘sﬁféiiﬁétﬁi;ﬁclice

LDenumirea actului normaty, instructiv-metodic (indicatin metodice, norme
deagiena, regulamente igienice, substante medicamentoase si imunologice ete.)

Procedeu de dozare a metabolitului oxidulul nitnic in materialul biologic.

2. A fost implementat In subdiviziunea: | abororu! de D ic.Clinic a

IMSP_Institutul de Cardiologie, in perioady__an,2014- 2015
(unde $1 cind a fost implementat)

3. Autorii propunerii de implementare: Qlga Mihalciue, cercetator stiintific,
Laborigtor Biochimie [P USMF Nicolae Testenritanu

4. Eficacitatea (se indich criteriile eficacitatiag. Permite de o reduce chielunelile
de reagenti 3i timp la dozarea metabolitului oxidului nitric in matenalul biologic.
Avantayul propunerii date consti in faptul €3 micrometoda descrisd permite de a
miiri performaniele analitice (sensibilitatea, precizitatea §i reproductibilitatea)
analizelor efectuste §i poate {1 aplicatd la orice analizor biochimic,

5. Obiectiile i sugestiile Se recomand pentru diagnosticarea wlburirilor
metabolismului oxidului nitric in bolile cardio-vasculare §i urmirirea eficientel
tratamentului aplicat

Persocma  responsabili B Tatiara Popovic,
de implementare = Tief Laborator de Diognastic Clinic
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IMSP Institutul de Cardiologie

APROB
Vice-directorul IMSP I1C
Aendemjcian ol ASM

# - Prafesor igiversiiar

A

ACT V55 8 J:

despre implementarea mlhﬁ@ﬂ:@g ficocpractice
LDenumires actului normaty, instructiv-metodic (indicatii metodice, norme

de igiend, regulamente igienice, substante medicamentoase st imunologice ete.)

Procedeu de dozare a produselor proteice de oxidare avansatd in probele biologice.

2. A fost implementat in subdiviziunea: |aboraorl ¢ Dingnostic Clinic al

IMSP Institutul de Cardiologie, in pericada 3. 20143- 2015

(unde i cind a fost implementat)

3. Autorii propunerii de implementare: Olga Mihalciue. cercetdtor stiinpific,

Laborator Biochimie [P USMF Nicolae Testomitam

4. Eficacitatea (se indicd criteriile eficacitatii). Permite de a reduce chieltuielile
(g reagenti si_tymp la dozarea produselo TS i fansatd i

i
biologicy. Avantajul propunerii date constd in faptul ci micrometods deserisd
permite de a mari performantele analitice (sensibilitatea. precizitatea i
reproductibilitatea ) snafizelor ¢fectunte, §i, tolpclatd, poate fi aplicatd la orice

analizor biochimic.

5. Obicetiile si sugestiile: Se recomunda pentru dipgnosticares wlburiirilor

proceselor de oxidare cu radicali liberi in bolile cardio-vasculare st urmarireg
eficienter tratamentului gplicat

Persoame  responsabili /?,{ > Tariana Popovics,
de implementure 0 sef Laborator de Diagnastic Clinie
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Centrul Republican de Control Extern al Cahtatn

Dr.biol.

fifico-practice

despre implementarea realizirilor sfiin

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

Procedeu de dozare a dienelor conjugate in materialul biologic

(unde si cind a fost implementat)

2. A fost implementat in subdiviziunea Centrul Republican de Control Extern al Calitatii.

15.09-30.11.2012

(data §i anul )

Autorii implementirii: Andronache Lilia. Tagadiuc Olga, Gudumac Valentin . Stirba Olga.

3. Eficacitatea (se indicd criteriile eficacitatii). Permite de a reduce chieltuielile de
reagenti i timp la dozarea unor constituenti biochimici folositi frecvent in practica de laborator
pentru stabilirea unui  diagnostic stiintific pozitiv si diferentiat si urmarirea eficientei
tratamentului aplicat. Avantajul propunerilor date consta in faptul ca micrometodele descrise se
executd dupi tehnici adaptate pentru aplicarea la orice analizor biochimic, si, totodata, ele permit
de a mari performantele analitice (sensibilitatea, precizitatea si reproductibilitatea) analizelor
efectuate.

4. Obiectiile si sugestiile

Svetlana Caragia,dr. biologie,

Persoana responsabila
( directorul CRCEC

de implementare
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Centrul Republican de Control Extern al Calitatii

Dr.biol!

ACT

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

Determinarea thioredoxin reductazei

(unde si cind a fost implementat)

2. A fost implementat in subdiviziunea Centrul Republican de Control External Calitatii.

15.09-30.11.2012

(data i anul )

Autorii implementirii: Andronache Lilia, Tagadiuc Olga. Gudumac Valentin , Stirba
Olga.

3. Eficacitatea (se indicii criteriile eficacitiitii). Permite de a reduce chieltuielile de
reagenti si timp la dozarea unor constituenti biochimici folositi frecvent in practica de laborator
pentru stabilirea unui  diagnostic stiintific pozitiv si diferentiat §i urmdrirea eficientei
tratamentului aplicat. Avantajul propunerilor date consta in faptul ca micrometodele descrise se
executd dupi tehnici adaptate pentru aplicarea la orice analizor biochimic, si, totodatd, ele permit
de a mari performantele analitice (sensibilitatea, precizitatea si reproductibilitatea) analizelor
efectuate.

4. Obiectiile si sugestiile

-X\ Svetlana Caragia,dr. biologie,
!\ directorul CRCEC

Persoana responsabilia
. (@
de implementare \\
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnata, Olga Mihalciuc, declar pe raspundere personala ca materialele prezentate in
teza de doctorat sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez ca, in caz

contrar, urmeaza sa suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

2017 Mihalciuc Olga
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Numele si prenumele
Data si locul nasterii
Cetatenia

Studii:

superioare

rezidentiat

secundariat clinic

Domeniile de interes
stiintific
Activitatea

profesionala

Alte formari / instruiri

CV-UL AUTORULUI
Mihalciuc Olga
23 august 1978, or. Camenca
Republica Moldova

Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie
,.Nicolae Testemitanu”, 1995-2002, facultatea

Medicina generala

Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie

,Nicolae Testemitanu”, specialitatea Medicina de

familie, diploma de licenta nr. 00179 din

28.11.2005, 2002 — 2005

Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”,
specialitatea alergologie si imunologie, certificat de absolvire nr.0385
din 01.12.2007, 2005 — 2007

Medicina de laborator

» Asistentd medicald, Institutul Oncologic, sectia Anesteziologie si
reanimatologie; 2003 — 2006.

» Cercetator stiintific stagiar in laboratorul Alergologie si Imunologie
Clinica, Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae
Testemitanu”, 2006 — 2007.

» Cercetator stiintific in laboratorul Alergologie si Imunologie
Clinica, Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae
Testemitanu”, 2008 — 2009.

» Cercetator stiintific al Laboratorului de Biochimie, LCCS,
Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie “N.Testemitanu”,
2009-prezent.

e Comunicare:

Atelier pe comunicare organizat in cadrul tematicii ,,Asistenta UE 1n

domeniul sandtatii” pe 11 Mai 2011. Expertul Delegatiei UE in

Moldova — Cornel Riscanu.

e Workshop:
- ,,Cum redactdm o lucrare stiintifica”. 27 octomrie, 2012. Chisindu,
Republica Moldova. Organizat de USMF “N. Testemitanu”.

171



Participari in proiecte
stiintifice nationale si

internationale

Participari la foruri
stiintifice

Lucrari stiintifice si
stiintifico-metodice
publicate
Cunoasterea limbilor

Date de contact

- Solutii diagnostice pentru o lume In schimbare. Tema: Tehnici

moderne de analizd si aplicatiile acestora in laboratorul clinic.

Chisinau, 23 aprilie 2015. Organizator DIAMEDIX Diagnostica si

SIEMENS medical.

» Proectului institutional 06.420.017F , Aspecte si concepte ale
metabolismului tesutului osos in ontogeneza postnatala in norma si
osteoporoza”, 2006-2010

» Proiect 09.835.09.04A din cadrul Programului de Stat “Studierea
mecanismelor de regresie a cirozei hepatice experimentale si
elaborarea procedeelor de stimulare a regenerdrii postcirotice a
ficatului sub actiunea unor compusi coordinativi ale metalelor de
tranzitie” . 2009-2010, 2011-2012.

» Proectului institutional 11.817.09.07F ,,Identificarca mecanismelor
biochimice ale actiunii compusilor biologic activi autohtoni si
argumentarea folosirii lor in profilaxia si tratamentul unor boli
hepatice, renale, osteopatii si imunodeficiente”. 2011-2014

» Proiect de procurare de echipament 11.220.10.04A ,,Procurarea
cititorului multifunctional cu capacitatea de citiere a absorbantei,
fluorescentei, fluorescentei time-rezolved si luminiscentei”.

» Proectului institutional ,Identificarea mecanismelor celulare si
moleculare ale actiunii compusilor bioactivi autohtoni noi si
argumentarea folosirii lor in chimiopreventia si tratamentul unor
procese tumorale”, 2014-2018.

10 foruri nationale si 7 foruri internationale in ultimii 6 ani

23 publicatii stiintifice
2 lucrari metodico-didactice

Romana, rusa — fluent; engleza, franceza — nivel incepator.

R. Moldova, mun. Chisinau, st. Stefan cel Mare 165, cod postal 2004,
Tel.: (+373 22) 205-136

E-mail: olga.mihalciuc@usmf.md
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