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MODIFICARILE INDICILOR METABOLISMULUI PROTEIC
iN HEPATOPATIA EXPERIMENTALA SI INFLUENTA
UNOR COMPUSI BIOLOGICI ACTIVI AUTOHTONI
Veaceslav Popa, Lilia Andronache, Olga Stirba,

Galina Maistrenco, Vasile Niguleanu
Laboratorul stiintific Biochimie, USMF , Nicolae Testemitanu”

Summary
Changes of protein metabolism parameters in experimental hepatopathy
and influence of some local biologically active compounds

The toxic hepatopathy (HP) was induced by long term administration of CCl,. It was
established that toxic doses of CCl, caused pronounced disorders of protein metabolism —
reduction of the total protein content (TP) and albumin of blood serum, and the significant
accumulation of collagen, hydroxyproline and uronic acids in the liver tissue. CCly significantly
decreased tissue enzyme activity — ALT, AST and pseudocholinesterase (PCE) compared to the
reference values. Administration of local biologically active compounds — CMD-8, CMJ-23 and
CMJ-33, sulphatated polysaccharides from spirulina and of the remedy BioR Fe-Se in
experimental HP contributed to the reduction of the toxic effects of CCl, on hepatocytes. Thus
the content of hydroxyproline and collagen was diminished, while of serum total protein and
albumin increased. The functionality of the studied tissue enzymes was also partially restored.

Rezumat

Pe animale de laborator s-a modelat hepatopatia (HP) experimentald toxica prin
administrarea de durata a CCly. S-a stabilit ca dozele toxice de CCly au provocat tulburari
pronuntate ale metabolismului proteic, ceea ce se manifestd prin diminuarea continutului de
proteine totale (PT) si albumina in ser, si acumularea importanta de colagen, hidroxiprolina si de
acizi uronici in tesutul hepatic. Noxa hepatotropa a redus semnificativ activitatea enzimelor
tisulare — ALT, AST si pseudocolinesterazei (PCE) in raport cu valorile de referinta.
Administrarea unor compusi biologic activi autohtoni — CMD-8, CMJ-23 si CMJ-33,
polizaharidelor sulfatate din spirulind si a remediului BioR Fe-Se in HP experimentala a
contribuit la reducerea efectelor toxice ale CCly asupra hepatocitelor. Astfel, nivelul de
hidroxiprolina si colagen s-a redus, iar cel al proteinelor totale si albuminei serice a crescut.
Nivelul de functionalitate a enzimelor tisulare studiate, de asemenea, s-a restabilit partial.
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Actualitatea

Cercetarile actuale asupra proceselor patologice recurg adesea la metode de modelare
experimentala a acestora, obtinand avantajul unor explorari la nivel de structuri subcelulare si
sisteme de enzime celulare si tisulare [4, 8, 9, 11].

Progresele stiintelor fundamentale au permis o mai buna cunoastere a patogeniei afectiunilor
hepatice [1, 2, 14]. Totusi, acestea continua sa fie o problema dificila a medicinei contemporane
in aspectul diagnosticului, tratamentului, mecanismelor moleculare ale aparitiei si dezvoltarii lor,
cunoasterea carora este indispensabila diversificarii abordarilor terapeutice si profilactice [3, 7,
15].

In studiile stiintifice cu referintd la problema in cauza lipsesc datele ce releva modificarile
metabolismului proteic la administrarea unor compusi biologic activi (CBA) autohtoni (baze
Schiff noi, combinatiile lor cu metale tri-d) si remediilor de origine cianobacteriand in
hepatopatiile experimentale toxice.

Elucidarea aspectelor noi ale mecanismelor de actiune ale CBA autohtoni asupra
metabolismului proteic este actuala si de perspectiva pentru diversificarea arsenalului de remedii
eficiente, necesare pentru corectia dereglarilor ce apar in afectiunile hepatice, precum si in alte
patologii.

Scopul cercetarii consta in elucidarea particularitatilor metabolismului proteic in
hepatopatia toxica experimentald, evaluarea mecanismelor de actiune a unor compusi biologic
activi (CBA) autohtoni noi asupra proceselor metabolice in hepatopatii, argumentarea eficientei
aplicarii lor in hepatologie.

Materiale si metode

Hepatopatia (HP) experimentald a fost indusa la animalele de laborator prin metoda clasica
de injectari subcutanate bisaptdmanale a solutiei de 50% de tetraclorura de carbon (CCly) in ulei
de masline in doza de 3 ml/kg masa corporald in decurs de 60 zile.

Medicatia hepatopatiei experimentale a fost efectuata prin utilizarea CBA autohtoni (baze
Schiff noi, combinatiile lor cu metale tri-d) si unor remedii de origine cianobacteriana. In studiu
s-au utilizat compusii — CMD-8, CMJ-23 si CMJ-33 [6]. Remediile de origine cianobacteriana -
polizaharide sulfatate din spirulind (PSS) si BioR Fe-Se au fost elaborate in Institutul de
Microbiologie si Biotehnologie al AS RM sub conducerea academicianului V.Rudic [12, 13].

Activitatea biologica a compusilor mentionati mai sus a fost evaluata in experiente pe un
lot de 40 sobolani albi masculi linia Wistar cu masa 160 — 180 g, divizati in 7 loturi a cite 5-6
animale n fiecare. Primul lot — martorul, a fost constituit din 6 animale, intretinute la un regim
obignuit alimentar de vivariu si cdrora li se injecta intramuscular solutie fiziologica in decursul a
28 zile. Animalelor din loturile experimentale 2-7 li s-a administrat subcutanat sol 50% CCl,, 3
ml/kg masa corp bisaptaminal, pe parcursul a 60 de zile. Cel de-al doilea lot l-au format
animalele cu (HP) experimentala, carora in decursul a 28 zile li se injecta i/m solutie fiziologica.
Animalele din loturile 3 - 7 au fost supuse tratamentului cu CMD-8, CMJ-23 si CMJ-33,
polizaharide sulfatate din spirulind (PSS) si remediul cianobacterian BioR Fe-Se.

Toate preparatele mentionate, cu exceptia remediului PSS, au fost administrate i/m timp de
28 zile, doza zilnica constituind 100 nmol/kilocorp pentru CMD-8, CMJ-23, CMJ-33 si BioR Fe-
Se. Remediul cianobacterian PSS a fost diluat in bulion de vita pana la concentratia finala de 5%
si administrat per 0s in doza de 50 mg/kg, timp de 28 zile.

Dupa 24 de ore de la ultima administrare a remediilor testate, animalele au fost sacrificate
sub narcoza usoara cu eter sulfuric si prelevate ficatul si sangele. Toate operatiile s-au executat
in mediu glacial.

Pregatirea materialului pentru dozarea indicilor biochimici s-a efectuat in modul urmator.
Tesutul hepatic destinat pentru investigatiile biochimice, a fost supus omogenizarii. in calitate de
mediu de suspensie a fost utilizata solutia tampon fosfat 0,1 M (pH 7,4), ce continea 1 mM
EDTA, astfel ca dilutia finala a omogenatului sa constituie 1:10. Ulterior, omogenatul hepatic a
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fost supus centrifugarii timp de 15 min la 3000 tur/min, iar supernatantul a fost transferat in
eprubete curate si pAna la examinare pastrat in congelator la — 40°C. Intreg procesul de preparare
a omogenatelor tisulare se executd in condifii regulamentare pentru aprecierea activitatii
enzimatice.

In tesutul hepatic s-a determinat continutul de hidroxiprolina, colagen si acizi uronici [5,
10].

Activitatea transaminazelor ALT, AST si pseudocolinesterazei (PCE) in tesutul hepatic,
dozarea proteinei totale si albuminei serice s-a efectuat cu seturile de reagenti ai firmei ,,Eliteh”,
Franta, conform instructiunilor anexate.

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).

Cercetarea a fost aprobata de Comitetul de Eticd a Cercetarii a USMF ,Nicolae
Testemitanu” din 19.06.2011.

Rezultate si discutii

Parenchimul hepatic constituie sediul de sinteza a unui mare numar de compusi de natura
proteicd, care ulterior sunt eliminate in patul circulator, unde isi realizeaza functiile lor. in
patologiile hepatice continutul acestor compusi scade esential, reflectind diminuarea
capacitatilor de sinteza proteicd a parenchimului si/sau micsorarea numarului de celule angajate
in asigurarea acestei functii [3, 10].

Rezultatele cercetarilor efectuate demonstreaza ca, CBA influenteaza pozitiv asupra
parametrilor biochimici ai serului sanguin in norma si in HP experimentala toxica indusad de CCly4
(tabelul 1).

Tabelul 1
Influenta CBA autohtoni asupra unor indici biochimici sangvini la sobolani
in norma si in HP experimentald indusa de CCl4.

Nr/o | Lotul de animale | Proteina totala, Albumina,
(C)] g/l
1 Martor 69,2 +0,73 32,7+0,34
2 CCly 56,8 £ 3,42%* 31,74 £ 0,99
3 CCl,+ PSS 59,8 +3,38* 32,32 +0,70
4 CCly+ 63,6 +4,53 34,6 0,93
Bior Fe-Se
5 CCl,+CMD-8 61,8+5,21 31,8+ 1,05
6 CCl,+CMJ-23 63,5+ 4,64 33,0+ 0,97
7 CCl,+CMJ-33 60,3 £3,27* 31,2+ 0,89
Nota:

* - diferenta statistic semnificativa fata de lotul martor, p<0,05; ** - p<0,01,;
* - diferenta statistic semnificativa fatd de lotul cu CH, p<0,05; - p<0,01.

Diminuarea continutului de proteine totale si albumina relevate in studiile noastre pot fi
provocate atit de afectarea functiei proteosintetice ale ficatului, cit si de intensificarea proceselor
catabolice in organism la intoxicarea cu CCls. Administrarea CBA luati in studiu contribuie la
reducerea efectelor toxice ale CCly asupra hepatocitelor, ceea ce se manifesta prin reducerea
deficitului de proteine totale si de albumina serica, nivelul carora depasea cel inregistrat la
animalele cu HP experimentala.

Cei mai eficienti in acest caz s-au dovedit a fi compusii CMJ — 23 si BioR Fe-Se care
reusesc sa restabileasca dificitul de proteine si albumine serice, datoritd probabil, insusirilor lor
de a intensifica functia proteosintetica a ficatului.

Rezultatele de evaluare a modificarilor continutului de hidroxiprolina, colagen si de acizi
uronici in HP experimentala si la administrarea CBA autohtoni sunt expuse in tabelul 2.
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Tabelul 2

Modificarile continutului de hidroxiprolina, colagen si acizi uronici
in HP experimentala si la administrarea CBA autohtoni

Nr/o Lotul de animale Hidroxiprolina Colagen, Acizi uronici
(ug/g tesut) (mg/g prot) serici,(ug/l)
1 Martor 18,3£2,7 136,3+12,2 152,4+3,5
(100%) (100%) (100%)
9 CCl4 39,144, 7%* 214,14£22,3* | 530,2+36,4%**
(213%) (157%) (348%)
3 CCl4 + PSS 29,2+43,7* 177,4+18,5 393,1+67,4%*
(159%) (130%) (257%)
4 CCly+ 23,7+6,2 149,1+15,1% | 239,1+£26,3*%*
Bior Fe-Se (129%) (109%) (159%)
5 CCl4+CMD-8 28,2+6,7 180,2+13,8% | 242,5+272%*%
(154%) (132%) (158%)
5 CCl4+CMJ-23 36,1+4,8* 198,1+17,8* | 311,7+£32,1***
(197%) (145%) (203%)
; CCl4+CMJ-33 24,7435 170,2+15,5 | 281,629, 7***
(135%) (125%) (183%)

Nota: Diferente semnificative fata de lotul martor: * - p <0,05; ** - p <0,01; ***- p < 0,001;
*_ diferenta statistic semnificativa fatd de lotul cu CH, p<0,05; *- p<0,01;."*- p<0,001.

Studiul efectuat releva ca, in HP experimentald se produce o acumulare sugestiva de
colagen, de hidroxiprolina si de acizi uronici. Medicatia animalelor supuse actiunii CCl4 cu CBA
contribuie la reducerea nivelului ridicat de hidroxiprolina si colagen provocat de administrarea
noxei hepatotrope.

Studiul efectuat releva cd, in HP experimentala se produce cresterea importantd a
continutului seric de acizi uronici, care intra in componenta glicozaminoglicanilor matricei
extracelulare (ME) hepatice (acid hialuronic, condroitin, dermantan si keratan sulfatilor).

Administrarea CBA contribuie la reducerea nivelului de acizi uronici serici in rezultatul
degradarii mai intense a componentelor matricei extracelulare hepatice.

Astfel, CBA autohtoni, contribuie la o reducere marcanta a continutului de colagen din
ficatul cirozat datoritad proprietdtilor lor de a intensifica procesele de catabolizare colagenica.

Un mecanism posibil de actiune al acestor compusi ar putea fi supresia celulelor stelate
hepatice (CSH), adica reducerea proliferarii acestor celule, rezultand cu un nivel semnificativ
mai inalt al apoptozei.

Importanta majora in aprecierea gradului de afectare a ficatului si a directiei de evolutie a
procesului patologic este atribuitd aminotransferazelor: alaninaminotransferazei (ALT) si
aspartataminotransferazei (AST).

Rezultatele de evaluare a activitatii ALT si AST in tesutul hepatic sunt reprezentate in
statistica tabelului 3

In experientele noastre dezvoltarea procesului patologic in ficat s-a soldat cu deprimarea
activitatii ALT, care ajungea sa constituie 55% fatd de indicii respectivi Tn norma.

Cura de tratament cu CBA studiati contribuie intr-o anumita masura la reducerea declinului
activitatii ALT in tesutul hepatic, astfel incat dupd administrarea remediilor testate reusim sa
inregistram indici ai enzimoactivitatii, care depateau cu 10-20% valorile specifice animalelor
intoxicate cu CCl,.
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Tabelul 3
Activitatea ALT si AST, PCE in tesutul hepatic al sobolanilor albi in HP
experimentald si la administrarea CBA (nmol/s.g proteind)

Nr/o Lotul de ALT AST PCE
animale
1 Martor 84,9455 117,9+7,5 251,2+22,0
(100%) (100%) (100%)
) CCly4 46,5+3,41*** 61,7£12,2** 144,3£13,7**
(55%) (52%) (57%)
3 CCl, + PSS 57,4+0,86%*** 138,3+9,4*¢ 153,9£16,9**
(68%) (117%) (61%)
4 CCly+ 71,945,38% 122,947 5% 192,1+20,4
Bior Fe-Se (85%) (104%) (76%)
5 CCl,+CMD-8 59,742,31**# 78,3+4,5** 172,2+ 19,0*
(70%) (66%) (69%)
5 CCl,+CMJ-23 53,7+4,91** 89,9+6,0* 185,0+22,4
(63%) (76%) (74%)
7 CCl,+CMJ-33 56,2+3,63** 76,346, 7** 177,9+23,6
(66%) (65%) (71%)

Nota: Diferente semnificative fata de lotul martor: *- p <0,05; ** - p <0,01; *** - p < 0,001;
. diferenta statistic semnificativa fata de lotul cu CH, p<0,05; #_ p<0,01;. i p<0,001.

In hepatopatia experimentald am relevat sciderea veridica a nivelului functional al AST in
tesutul hepatic, activitatea careia ajungea sa constituie 52% din valorile referentiale. Medicatia
cu compusii testati a condus la sporirea potentialului AST tisular, care sub influenta PSS si
remediului BioR Fe-Se creste veridic comparativ cu valorile inregistrate in HP experimentala si
practic se deosebeau putin de cele Inregistrate la animalele lotului de referinta.

Tratamentul cu PSS si BioR Fe-Se reuseste sa reduca intensitatea efectelor toxice ale CCly
asupra hepatocitelor, fapt dovedit prin diminuarea declinului enzimoactivitatii ALT testate,
nivelul functional al enzimei intersectand valori ce depaseau cele inregistrate la animalele cu HP
experimentala. Deducem de aici, cd ele pot fi utilizate ca remedii patogenice de corectie a
dismetaboliilor, ce insotesc leziunile toxice ale ficatului.

Pentru a aprecia evolutia proceselor reparative in ficatul afectat, precum si sub actiunea
unor CBA am considerat importantd aprecierea activitatii enzimelor organospecifice, ce reflecta
starea functionald a parenchimului hepatic.

Pseudocolinesteraza este o enzimd de naturda glicoproteica, sintetizatd in celulele
parenchimale ale ficatului, care isi realizeaza functiile preponderent extracelular [10].

Activitatea PCE ar putea constitui un indicator fidel atat al severitatii leziunilor hepatice,
cat si al starii functionale a hepatocitelor la diferite etape ale evolutiei proceselor patologice in
ficat.

Rezultatele de estimare a activitatii PCE sunt prezentate in statistica tabelului 3.

in baza explorarilor noastre constatdm cd, in HP experimentald activitatea PCE scade cu
43% (p<0,05) in raport cu valorile de referintd. Hipoactivitatea PCE din ficatul cirozat denota
disfunctii pronuntate de proteosinteza hepatica.

Administrarea unor compusi biologic activi autohtoni conduce la restabilirea partiala a
nivelului de functionalitate a enzimei date si se poate defini prin inductia sintezei proteice,
produsa de preparatele studiate. Cele mai eficiente s-au dovedit a fi BioR Fe-Se si CMJ-23 cand
activitatea PCE ajungea sa depaseasca nivelul inregistrat in ciroza cu 19%, si, respectiv, 17%.

In baza celor mentionate conchidem ca, medicatia cu CBA autohtoni contribuie la
stimularea restabilirii nivelului de activitate proteosintetica in ficatul afectat de intoxicatia cu
CCl,. Sub influenta acestor preparate se produce, probabil, intensificarea proceselor de reparatie
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intracelulard 1n hepatocite si accelerarea proceselor de diviziune a elementelor celulare
parenchimale.

Este evident cd, suprimarea proceselor de sinteza proteica in hepatocitele ficatului afectat
va avea repercusiuni nu numai asupra activitatii PCE, ci ar putea influenta intr-un mod similar si
asupra altor enzime, activitatea carora Intr-un proces patologic cronic va fi dependentd Tn mare
masura de viteza de sinteza proteica.

Acest fapt demonstreaza nu numai dependenta activitatii diferitor enzime de intensitatea

sintezei proteice in hepatocite, dar si faptul derularii concomitente a restabilirii diferitor functii
ale hepatocitelor.

Concluzii

1. In hepatopatia (HP) experimentald se produce diminuarea continutului de proteine totale
si de albumind sericd si o acumulare sugestiva de colagen, hidroxiprolind si acizi uronici.
Activitatea enzimelor tisulare - ALT, AST si pseudocolinesterazei (PCE) scade semnificativ in
raport cu valorile de referinta, ceea ce denota disfunctii pronuntate de proteosinteza hepatica.

2. Administrarea unor compusi biologic activi autohtoni - CMD-8, CMJ-23 si CMJ-33,
polizaharidelor sulfatate din spirulind si a remediului BioR Fe-Se in HP contribuie la reducerea
efectelor toxice ale CCly asupra hepatocitelor manifestate prin diminuarea nivelului de
hidroxiprolina si colagen, reducerea deficitului de proteine totale si albuminda serica si
restabilirea partiala a nivelului de functionalitate a enzimelor tisulare studiate.
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CAILE DE TRANSDUCTIE A SEMNALELOR MOLECULARE SI ROLUL LOR iN
PROLIFERAREA SI SUPRAVIETUIREA CELULELOR NORMALE SI CANCEROASE
(Revista literaturii)

Eugeniu Simionica
Catedra Biochimie si Biochimie Clinica USMF Nicolae Testemitanu

Summary
Molecular signal transduction pathways and their role
in normal and cancer cell proliferation and survival

All cells of a healthy body communicate with each other in a coordinated fashion by
various signaling molecules (hormones, factors which induce or stop cell growth, division,
differentiation, etc.). These molecules transmit messages that regulate division of cells,
differentiation, survival, and their death via apoptosis. Messages are received by specific
receptors and subsequently converted (transduced) in various physiological responses.
Transduction of message occurs through successive interactions of certain intracellular proteins
(transduction proteins) that make up the so-called molecular signal transduction pathways (STP).
Defects in protein components of these pathways, resulting from mutations in their genes, can be
fatal for cell life. Recent studies increasingly highlight the importance of defective transduction
pathways involved in carcinogenesis.

Rezumat

Toate celulele unui organism sanatos comunicd intre ele coordonat prin intermediul
diferitor molecule de semnalare (hormoni, factori de inductie sau stopare a cresterii, dividerii,
diferentierii etc). Aceste molecule transmit mesaje legate de dividerea celulelor, diferentierea,
supravietuirea §i moartea lor prin apoptoza. Mesajele sunt receptionate de catre receptori
specifici si ulterior transformate (transduse) in raspuns fiziologic. Tra(ns)ducerea mesajului are
loc prin intermediul unor interactiuni succesive dintre anumite proteine intracelulare
(transductoare), care alcatuiesc asa numitele cai de transductie a semnalului molecular (CTSM).
Defectele unor componente proteice din aceste cai, rezultate din mutatiile in genele lor, pot fi
fatale pentru viata celulei. Studii recente tot mai mult i mai mult scot in evidentd implicarea
cailor de transductie defecte in cancerogeneza.

Actualitatea

Numeroase studii aratd cad in cancer, multe molecule proteice ca rezultat a unor mutatii isi
pot pierde functia specifica sau isi pot dobandi una noud. Acest fapt explicd asa proprietati a
celulei canceroase ca proliferarea nelimitatd, de-diferentierea, supravietuirea inaltd, invazia,
metastazarea etc. Un rol important in reglarea proceselor mentionate, in ultimul timp este atribuit
numeroaselor cii de transductie a semnalelor moleculare (CTSM). Transductia prezinta un
mecanism prin care celula transforma un mesaj molecular primit (de exemplu de la hormoni sau
factori de crestere) intr-un raspuns fiziologic. Acest mecanism este esential pentru supravietuirea
tuturor celulelor inclusiv si a celor canceroase. Studii recente arata ca in celulele canceroase
multe dintre moleculele proteice implicate in transductie sunt defecte (mutante). Cunoasterea
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