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MODIFICARILE SISTEMULUI GLUTATIONIC ERITROCITAR
iN NORMA SI ASTM BRONSIC ASOCIAT SUB ACTIUNEA UNOR
COMPUSI BIOLOGICI ACTIVI AUTOHTONI
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Rezumat

S-a studiat influenta compusilor biologic activi (CBA) autohtoni - CMD-4, CMD-8, CMJ-33 si CMJ-23 asupra in-
dicilor sistemului glutationic eritrocitar (GSH, GR, GPO, GST, G-6-PDH) in vitro in conditii normale si in astmul bron-
sic (AB) de severitate diferita. S-a stabilit ca CBA autohtoni exercitd efecte modulatoare relevante asupra pricipalelor
enzime ale metabolismului GSH, preponderent stimulatoare, fapt ce ar putea fi apreciat ca un raspuns pozitiv ce poate
proteja celulele de efectele toxice ale stresului oxidativ specific pentru AB. Indicii studiati pot fi folositi ca biomarcheri
informativi pentru monitorizarea procesului patologic si aprecierea eficientei preparatelor noi la restabilirea biochimica si
functionala a sistemelor de protectie celulare in AB si diverse leziuni pulmonare.

Cuvinte-cheie: compusi biologic activi, astmu bronsic, glutation, enzime glutationice

Summary. The modification of erythrocyte glutathione system in normal conditions and asthma, and the
influence of some local biologically active compounds

The influence of local biologically active compounds (CBA) - CMD-4, CMD-8, CMJ-33 and CMJ-23 on the indices
of erythrocytes glutathione system (GSH, GR, GPO, GST, G-6-PDH) in vitro in normal conditions and asthma (AB)
of varying severity was studied. It was established that the local CBA exercises relevant modulatory, mainly stimulants,
effects on the key enzymes of the glutathionic metabolism, which could be appreciated as a positive response that can
protect cells from the toxic effects of specifically for AB oxidative stress. The studied indices can be used as informative
biomarkers for monitoring of the pathological process and for assessing of the effectiveness of new compounds for the
biochemical and functional restoration of the cellular protection systems in various lung injury.

Key words: biologically active compounds, asthma, glutathione, glutathione enzymes

Pe3tome. U3MeHeHUs NIyTATHOHOBOM CUCTEMbI 3pUTPOLIMTOB B HOPMe M OPOHXHAJIBbHOM acTMe 0/ BJAMSHUEM
HEKOTOPbIX O0MOIOTHYEeCKH AKTHBHBIX COCIMHCHUIH

Bruto m3ydeno BhmstHMe Ouonormuecku akTuBHBIX coenmHeHU (BAC) - CMD-4, CMD-8, CMJ-33 u CMJ-23 nHa
TIOKA3aTeNN TIIyTaTHOHOBOW CHCTEMbI 9PUTPOLUTOB (BOCCTAHOBIICHHBIHN IIIOTATHOH, TIIOTATHOH PEIyKTasa, III0TATHOH
TIEPOKCH/1a3a, TIIOTaTHOH-S-TpaHcepasza, NIOK030-6-pocdar aernaporeHasa) in vitro B HOpMe W Ipu OpOHXHMATBHON
act™e (BA) pasmiduHON CTETeHH TSHKECTH. YCTaHOBICHO, 4TO OTedecTBeHHBIE BAC 0Ka3bIBalOT MOIYTHPYIOIINE B OC-
HOBHOM CTUMYJHpYIOIIHe 3P (eKTs Ha KIIoYeBble ()ePMEHTHI META00IN3Ma NITyTaTHOHA, YTO MOXKHO CUUTATh KaK IOJIO-
KUTEIBHBIA CIIBUT, HAITPABJICHHBIM HA 3aIIUTy KIETOK OT TOKCHYECKOTO BO3ACHCTBHS OKCHIATHBHOTO CTpEcca, CIICIH-
¢uanoro s BA. V3ydenHsle mokasareay MOTYT OBITh HCIIOIB30BAaHbI B KadecTBE MH()OPMATHBHBIX OMOMApKEPOB IS
MOHHUTOPHHTA MATOJIOTHYECKOTO MPOIIecca U ONEHKN 3((PEKTUBHOCTH HOBBIX MPETAPATOB Il OMOXUMHYECKOTO U (PyHK-
IIMOHAJILHOTO BOCCTAHOBJICHHSI 3AIIMTHBIX KJIETOYHBIX CUCTEM IpU BA ¥ ApyruX Jero4Hsix 3a001eBaHmsX.

KuaroueBble ciioBa: OMOIOTHYECKN aKTUBHBIE COSANHEHUS, aCTMa, TIIyTaTHOH, TITyTaTHOHOBOBBIE (DEPMEHTHI

Introducere. Astmul se caracterizeaza printr-un
dezechilibru intre sistemele de reducere si oxidare
(redox), ce favorizeaza crearea unui mediu prooxi-
dativ [3]. S-a constatat ca reprezentantii esentiali ai
primei linii de protectie antioxidantd — superoxiddis-
mutaza si catalaza au activitatea redusa in astm com-
parativ cu valorile depistate la persoanele sanitoase,

cu nivel minim la pacientii cu formele grave [2, 11].
Un rol important in protectia antioxidanta il detine
glutationul (GSH) si enzimele glutationice. Glutati-
onul este un antioxidant masiv exprimat in lichidul
ce captuseste epiteliul pulmonar si in celulele cailor
respiratorii, In care functioneaza ca reglator al ciclu-
lui celular si substrat enzimatic [5]. Epiteliul alveolar
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si lichidul ce-1 captuseste contine nu doar GSH, dar
si cantitati importante de glutation peroxidaza (GPO)
si y-glutamil transferaza (y-GT) care se utilizeaza in
reactiile de neutralizare a peroxizilor GSH din celu-
lele epiteliale ale cdilor respiratorii. Activitatea enzi-
melor glutationdependente este diminuata in astmul
bronsic, ceea ce dezechilibreaza raportul GSH/GSSG
si afecteazd capacitatea de protectie antioxidantd a
cailor respiratorii [3, 5, 6].

Identificarea, studiul si testarea unor remedii
noi de corectie a dereglarilor sistemului glutationic
in afectiunile sistemului respirator, inclusiv, astmul
bronsic prezintd un interes deosebit datorita cresterii
incidentei acestei patologii si severitatii procesului
patologic cu dizabilitarea persoanelor apte de munca.
Totodata, nu se cunosc in detaliu multe mecanisme
de actiune biochimica a unor compusi biologic activi
(CBA) autohtoni, in special, asupra nivelului GSH
si activitatii enzimelor metabolismului glutationic in
norma si la pacientii cu astm bronsic.

Scopul studiului consta in elucidarea mecanisme-
lor de actiune a unor compusi biologic activi autoh-
toni asupra indicilor sistemului glutationic eritrocitar
la testarea in vitro in conditii normale si In astmul
bronsic (AB) de graviditate diferita.

Material si metode. Cercetarile au fost efectu-
ate pe esantioanele de sange periferic colectat de la
40 pacienti cu varsta cuprinsa intre 20 si 74 ani (var-
sta medie 47 ani) care s-au aflat la evidenta in IMSP
Institutul de Ftiziopneumologie ,,Chiril Draganiuc”,
sectia Pulmonologie, diagnosticati cu astm bron-
sic asociat persistent. Lotul-martor a fost constituit
din 10 persoane practic sandtoase. Pacientii au fost
divizati in urmatoarele loturi: I - pacienti cu astm
bronsic persistent usor; II - pacienti cu astm bron-
sic persistent moderat; III - pacienti cu astm bronsic
persistent grav.

In studiu s-au utilizat compusii: CMD-4, CMD-
8, CMIJ-33 si CMJ-23 sintetizati la Catedra Chimie
anorganica, Universitatea de Stat din Moldova) [8].

Sangele a fost recoltat dimineata a jeun, prin
punctia venei cubitale, in cantitate de 2 ml. In conditii
sterile, sdngele a fost introdus intr-un flacon ce con-
tinea 8 ml mediu nutritiv Eagle modificat dupa Dul-
becco (DMEM), heparind (2,5 un/ml), gentamicina
(100 pg/ml) si L-glutamina (0,6 mg/ml). Pentru stu-
diul influentei remediilor autohtone asupra sistemului
glutationic s-a pipetat cate 1,0 ml din acest amestec
in 6 eprubete sterile. In prima eprubeti (1) pentru sta-
bilirea nivelului initial al indicilor studiati s-a turnat
ser fiziologic 0,9% — 0,1 ml. In celelalte s-au adiu-
gat remediile testate, diluate in 0,1 ml ser fiziologic:
2) CMD-4 50 ng/ml; 3) CMD-8 50 ng/ml; 4) CMIJ-
23 50ng/ml; 5) CMJ-33 50 ng/ml. Dupa incubare la
37°C timp de 24 h, eprubetele au fost centrifugate la
5000 tur/min, timp de 5 min. Masa eritrocitara obti-
nutd a fost diluata cu 0,5 ml H,O distilata si congelata
la -40°C pana la efectuarea investigatiilor.

In lizatele eritrocitare prin micrometode spectro-
fotometrice adaptate la riderul hibrid multi-modal
cu micropldci Synergy H1 (Hydrid Reader) (BioTek
Instruments, SUA) au fost evaluati urmatorii indici:
continutul de glutation (GSH), activitatea glutationre-
ductazei (GR), glutationperoxidazei (GPO), precum
si a glucozo-6-fosfat dehidrogenazei (G-6-P DH) [7].
Pentru testarea diferentei semnificative dintre indicii
studiati ai loturilor comparate s-a utilizat testul sta-
tistic nonparametric ,,U Mann-Whitney” si pragul de
semnificatie p<0,05 (StatsDirect statistical software,
version 1.9.5, 2001).

Rezultate. Influenta remediilor studiate asupra
indicilor sistemului glutationic eritrocitar la testarea
in vitro n conditii normale §i in astmul brongic (AB)
de graviditate diferita este reflectata si prezentata in
tabelele 1-5.

Cercetarile efectuate denotd cad toate remediile
testate induc majorarea continutului de GSH in eri-
trocitele pacientilor, cele mai veridice fata de lotul
martor fiind inregistrate 1n cazul tratarii cu CMJ-33
(p<0,01 in AB gravitate usoara; p<0,001 in AB gravi-

Tabelul 1

Influenta compugilor CMD-4, CMD-8, CMJ-33 si CMJ-23 asupra continutului de glutation redus (GSH,
umol/g Hb) in eritrocitele persoanelor practic sandtoase §i la pacientii cu astm brongic

Lost::‘:lliflde Martor AB persistent usor AB persistent moderat | AB persistent grav
Initial 0,38+0,013 0,44+0,021 0,41+0,025 0,38+0,011
CMD-4 0,38+0,013 0,40+0,002 0,38+0,019 0,38+0,014
CMD-8 0,36+0,016 0’60:%092 0,38+0,012 0,36+0,015

0,29+0,011 0,43+0,007 0,47+0,042 0,350,014
CMJ-33 Tk #i# i #

0,30+0,005 0,38+0,01 0,41+0,020 0,34+0,007
CMJ-23 S s34 H# e e it

Nota: Nivel initial — pana la tratarea eritrocitelor cu remediile studiate; diferenta statistic semnificativa fata de nivelul initial:* - p<0,05;
** - p<0,01; *** - p<0,001; diferenta statistic semnificativa fata de lotul martor ( persoane practic sanatoase): * - p<0,01; **

- p<0,001.



Stiinte Medicale

227

Tabelul 2

Influenta remediilor CMD-4, CMD-8, CMJ-33 si CMJ-23 asupra activitatii glutation reductazei
(GR, nM/s.g Hb) in eritrocitele persoanelor practic sandtoase i la pacientii cu astm brongic

Loturile de studiu Martor AB persistent usor AB persistent AB persistent grav
moderat
Initial 58,46+4,02 96’33$7’51 81,61+14,17 53,59+4,48
CMD-4 62,90+4,0 133’53#;1 841 61,92+5,13 51,07+5,74
CMD-8 62,90+4,0 97,81+16,63 55,83+5,29 48,99+5,88
CMJI-33 64,7514,54 125,09:8,41 62,25+7,76 57,06+10,50
CMJ-23 51,96+6,68 “3’2?;15 81 40,82+9,38 48,89::4,66

Nota: vezi tab. 1.

tate medie; p<0,05 in AB grav) si, CMJ-23 (p<0,01
in AB gravitate usoara; p<0,001 in AB gravitate me-
die; p<0,01 in AB grav).

Totodata, se evidentiaza scaderea continutului de
GSH 1in eritrocite sub influenta preparatelor testate
in comparatie cu nivelul initial, si exceptia lotului cu
CMD-8 in cazul AB usor si lotului cu CMJ-33 in ca-
zul AB moderat, unde are loc crestereca neconcludenta
a GSH.

In tabelul 2 sunt prezentate rezultatele evaluarii
influentei remediilor testate asupra activitatii GR din
care reiese ca, nivelul functional al acestei enzime la
persoanele sandtoase practic nu este influentat de re-
mediile cercetate. Modificari veridice in sensul ma-
jorarii GR au fost Inregistrate in AB forma usoara
sub influenta CMD-4 comparativ cu nivelul initial
(p<0,05) si lotul-martor (p<0,01), CMIJ-23 compa-
rativ cu martorul (p<0,01) si CMJ-33 comparativ cu
nivelul initial (p<0,05) si lotul-martor (p<0,001).

In AB moderat are loc reducerea GR sub influenta
CMJ-23 comparativ cu nivelul initial (p<0,05).

In AB forma grava tratarea singelui cu remediile
testate practic nu influenteaza asupra activitatii GR,

aceasta mentinandu-se in limitele valorilor initiale in-
registrate la incubarea sangelui cu ser fiziologic fara
remedii.

Rezultatele evaluarii influentei remediilor studi-
ate asupra activitatii G-6-PDH denota o diminuare
veridica a acestei enzime la persoanele practic sana-
toase comparativ cu valorile initiale (tabelul 3).

Incubarea sangelui pacientilor cu AB in mediu
nutritiv si ser fiziologic fard remedii timp de 24 ore
induce shimbari esentiale ale activitatii G-6-PDH —
cresterea pregnantd de 6,5 ori in AB forma usoara, de
4,6 ori iIn AB forma moderata si de 2 ori in cea grava
in comparatie cu valorile martorului (p<0,001).

La tratarea cu substantele studiate, in toate for-
mele de AB acest indice atinge un nivel net superior
martorului (p<0,001 si p<0,01 in toate loturile), dar
practic nu se deosebeste de valorile initiale.

Rezultatele evaluarii influentei remediilor studia-
te asupra activitatii GPO denota o diminuare veridica
a acestei enzime sub influenta CMD-4 si CMJ-23 la
persoanele practic sdndtoase comparativ cu valorile
initiale (tabelul 4).

Incubarea sangelui pacientilor cu AB in mediu

Tabelul 3

Influenta remediilor CMD-4, CMD-8, CMJ-33 si CMJ-23 asupra activitatii glucozo-6-fosfat
dehidrogenazei (G-6-PDH, nM/s.g HDb) in eritrocitele persoanelor practic sandtoase i la pacientii

cu astm brongic

Loturile de studiu Martor AB persistent usor AB persistent AB persistent grav
moderat
.. + + +

Initial 20,1540,84 130,}#2# 3,63 92,053# #1,08 41 ,8#3# #1 71
14,87+1,49 126,45+4,84 109,65+9,46 36,31£2,98

CMD-4 e # Hitt i
15,67+1,24 135,08+7,48 84,56+9,45 35,18+1,92

CMD-8 s it x HiH ki
15,58+0,76 131,1£8,4 90,09+9,95 34,26=+1,17

CMJ-33 S HhH ki Kk M
15,97+1,03 128,2+6,03 90,20+7,77 31,78+2,38

CMJ-23 * ## 4 ok it

Legenda:vezi tab.1.
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Tabelul 4

Influenta remediilor CMD-4, CMD-8, CMJ-33 si CMJ-23 asupra activitatii glutationperoxidazei
(GPO, nM/s.g Hb) in eritrocitele persoanelor practic sandtoase si la pacientii cu astm bronsic

Loturile de studiu Martor AB persistent usor AB persistent AB persistent grav
moderat

+ +
Initial 69,39+1,95 92’8i#0’83 97’4#2# #3’15 67,86+4,18
CMD-4 60,6i1:2,01 95,18;4,26 94,02;:2,68 64.1942,14

+ + +
CMD-8 65.56+3,70 95,01## 1,43 92,23## 1,57 72,54+2,48
CMJ-33 66,62+5,26 96’7:;3’60 89,3142,62 67,52+1,06

+ + +
CMJ-23 55,61*3,79 94,35#3,21 87,03##5,27 65.5543,77
Legenda: vezi tab. 1.
Tabelul 5

Influenta remediilor CMD-4, CMD-8, CMJ-33 si CMJ-23 asupra activitatii glutation-S-transferazei
(GST), nM/s.g Hb) in eritrocitele persoanelor practic sandtoase si la pacientii cu astm brongsic

Lostrur (;liide Martor AB persistent usor | AB persistent moderat | AB persistent grav
Initial 8.85+1,11 7.00+0,65 7.94+0,74 9.34£0,89
CMD-4 7,50+0,43 5,80+0,16 7,1240,83 10,1341, 1%

+ +
CMD-8 7,73+0,51 e 7,1240,83 .
CMI-33 7.7340,51 1270000 6,59+1,24 9,76+045
+ +
CMJ-23 6,41+0,50 10,25’##1 24 ll,Oi##l 06 8,94+1,15

Legenda: vezi tab. 1.

nutritiv si ser fiziologic fara remedii timp de 24 ore
induce cresterea statistic semnificativa a GPO in AB
forma usoara si moderatd in comparatie cu valorile
martorului.

in AB forma usoara i moderata toate substantele
testate mentin veridic la nivel sporit functionalitatea
enzimei comparativ cu nivelul martor, aflandu-se tot-
odati la acelasi nivel cu cel initial. in AB forma grava
remediile testate nu induc schimbari esentiale ale ni-
velului GPO 1n eritrocite in raport cu indicii marto-
rului.

Rezultatele evaluarii influentei remediilor studi-
ate asupra activitatii GST denota o tendinta de dimi-
nuare fard semnificatie statisticd a acestei enzime la
persoanele practic sdndtoase comparativ cu valorile
initiale (tabelul 5).

Incubarea sangelui pacientilor cu AB in mediu
nutritiv si ser fiziologic fara remedii timp de 24 ore
nu induce careva modificari statistic semnificative ale
functiei catalitice ale GST, de notat doar o tendinta
slaba de reducere a GST in AB forma usoara in com-
paratie cu valorile martorului.

in AB forma usoard CMD-8 scade veridic, iar
substantele CMJ-23 si CMJ-33 induc cresterea rele-

vantd a GST 1n raport cu indicii martorului si valorile
initiale.

in AB persistent moderat s-a constatat ci doar
CMJ-23 creste semnificativ veridic functionalitatea
enzimei, comparativ cu nivelul initial si cel al marto-
rului. in AB forma gravi toate remediile testate in-
duc cresterea esentiald a nivelului GST in eritrocite in
raport cu indicii martorului, cu exceptia CMJ-23 care
influenteaza neimportant activitatea enzimei mentio-
nate.

Discutii. Tulburarile metabolismului GSH-lui
alveolar si pulmonar sunt recunoscute ca o caracte-
ristica centrald a multor boli pulmonare inflamatorii,
inclusiv, astmul bronsic [5, 6, 10]. Dupa cum se stie,
eritrocitele sunt echipate cu un sistem eficient de apa-
rare antioxidantd. Protectia enzimatica este asigurata
de mai multe sisteme enzimatice, precum GR, GPO,
GST, superoxid dismutaza, catalaza si alt., sistemul
enzimatic legat de GSH fiind una dintre cele mai im-
portante sisteme de protectie in celule, n special, n
hematii. Cunoasterea mecanismelor de reglare a sis-
temului GSH si echilibrului redox tiolic ar putea con-
duce la dezvoltarea de noi terapii bazate pe manipu-
larea farmacologicd a productiei acestui antioxidant
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important in AB si diverse leziuni pulmonare [5, 9].

Rezultatele cercetarilor efectuate demonstreaza
ca remediile studiate manifesta proprietatea de a men-
tine la valori sporite si chiar de a induce activitatea
principalelor enzime ale sistemului glutationic — GR,
GPO si GST, precum si a enzimei suntului pentozic -
G-6-PDH in eritrocite la pacientii cu AB. GSH este
un produs al reactiei catalizatd de GR, iar cresterea
activitatii G-6-PDH poate fi privita drept o reactie de
adaptare orientata spre sporirea fondului de NADPH
redus necesar pentru mentinerea potentialului nalt
reducator celular, cat si al homeostaziei celulare. De
mentionat, cda NADPH, regenerat de catre G-6-PDH
este folosit nu numai pentru regenerarea GSH de catre
GR, dar si pentru functionarea eficientd a GPO, care
necesitd doud enzime secundare (GR si G-6-PDH)
si cofactori (GSH, NADPH si glucozo-6-fosfat). Din
aceste considerente, GR si G-6-PDH sunt considerate
enzime antioxidante secundare, deoarece ele nu acti-
oneaza asupra RLO direct, ci permit GPO sa functio-
neze eficient [6]. GSH redus este utilizat pentru pro-
tectia grupadrilor tiolice ale proteinelor intracelulare,
captarea de H,O, si altor peroxizi organici, in deto-
xifierea xenobioticelor si contracararea evenimente-
lor oxidative. In eritrocite GSH detoxifica radicalii
liberi prin intermediul GST care are, de asemenea,
activitate peroxidazica si poate ataca direct peroxizii.
Interactiunea hemoglobinei (Hb) cu radicalii liberi
poate denatura Hb. Denaturarea oxidativa a Hb duce
la eliberarea de hemind capabila sa oxideze protei-
nele membranare. GST poate lega hemina si reduce
daunele cauzate membranei eritrocitare [9].

Putem conchide ca CBA autohtoni - CMD-4,
CMD-8, CMJ-33 si CMJ-23 exercita efecte modula-
toare relevante asupra pricipalelor enzime ale me-
tabolismului GSH, preponderent stimulatoare, fapt ce
ar putea fi apreciat ca un raspuns pozitiv ce poate
proteja celulele de efectele toxice ale stresului oxida-
tiv specific pentru AB.

Concluzii:

1. Au fost elucidate particularitatile actiunii unor
CBA autohtoni noi asupra indicilor sistemului glutationic
eritrocitar la testarea in vitro In norma si in astmul bronsic
de graviditate diferita.

2. Compusii bioactivi autohtoni - CMD-4, CMD-8,
CMIJ-33 si CMJ-23 determina scaderea nivelului GSH re-
dus, a activitatii GPO si functionalitatea G-6PDH, asociate
cu tendinta de majorare a activitatii GR 1in eritrocitele per-
soanelor sanatoase.

3. In forma usoari a astmului bronsic (AB) toate re-
mediile studiate exercita efecte modulatoare potente, asu-
pra enzimelor metabolismului glutationului, fapt confirmat
prin majorarea continutului de GSH, cresterea activitatii

GR, G-6-PDH si GPO comparativ cu cele specifice per-
soanelor sanatoase.

4. In formele moderate si grave ale AB remediile
testate influenteaza important doar activitatea G-6-PDH
care se¢ mentine la valori majorate si, conditioneaza redu-
cerea pana la valorile martorului sau mentinerea la acest
nivel a functionalitatii GPO.

5. Indicii studiati pot fi folositi ca biomarcheri infor-
mativi pentru monitorizarea procesului patologic in AB si
aprecierea eficientei preparatelor noi la restabilirea biochi-
mica si functionald a sistemelor de protectie celulare in
AB si diverse leziuni pulmonare.
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